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Resumen

La tesis aborda el desarrollo de la celulosa bacteriana (CB) a partir del cultivo de una
colonia simbidtica de bacterias y levaduras, destinado a la fabricacion de apdsitos para heridas
cronicas e injertos de piel artificial. Para ello, se propone una metodologia experimental que
presenta cultivo, blanqueamiento de la CB, la preparacion de membranas con quitosano y la
obtencién de aerogeles liofilizados con polimeros bioactivos; asi como, la incorporacién de
componentes fenolicos. Asimismo, se evaltan propiedades fisicas, quimicas y mecanicas, junto
a ensayos de biocompatibilidad y bioactividad.

Los resultados muestran que la CB permite una elevada capacidad de retencion de
liquidos; sin embargo, la incorporacion de quitosano al 3% reduce su resistencia mecanica y
genera heterogeneidad. Ante ello, se desarrollan aerogeles a traves de dos rutas: la preparacion
capa por capa con alginato de sodio y la sonicacion de muestras con fenoles previo a la
liofilizacion. De este modo, tanto los analisis estructurales como térmicos muestran grupos
funcionales caracteristicos, desplazamiento de ondas y una porosidad de 40-330 pum. Por otra
parte, los ensayos funcionales revelan que los aerogeles multicapa retienen mas liquido y
mantienen un mejor desempefio a pH 7.5. Mientras que en la liberacion de fenoles destaca la
curcumina a pH 5.5; ademas, la capacidad antioxidante aumenta progresivamente, alcanzando
valores maximos en 10 a 15 minutos, con mayor eficacia en el resveratrol.

En sintesis, el cambio de membranas a aerogeles sonicados y liofilizados permite obtener
materiales mas homogéneos. Con porosidad controlada, estabilidad ante el pH, con una
liberacion sostenida de fenoles y elevada capacidad antioxidante. Siendo prometedores como

apositos e injertos de piel artificial para el tratamiento de heridas cronicas.
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Capitulo 1

Introduccion

Las heridas cronicas, como las ulceras cronicas, el pie diabético y las quemaduras,
son catalogadas como un desafio de gran envergadura en la medicina contemporanea.
Debido a su dificultad para regenerarse (Lahiri et al., 2021). Si bien se han ido obteniendo
continuos progresos, aun es crucial conseguir una rapida cicatrizacion que esté libre de
complicaciones y que presente una estética ideal (Horue et al., 2023).

El impacto de estas patologias es considerable, ya que las Ulceras por presion (UPP)
representan la tercera condicién de mayor costo en el sector de salud y presentan una
elevada tasa de mortalidad (60 000 muertes anuales). Equivalente a 2 0 6 veces superior
a la letalidad de otras enfermedades (Afzali et al., 2020). Sin embargo, el panorama en
Per( es alin mas complejo debido a que el 18.9% de los pacientes hospitalizados con
diabetes mellitus presentan Ulceras de pie diabético, donde un alarmante porcentaje de
ellos (61%) evoluciona a sepsis en el pie (Saravia etal., 2021). Asimismo, las quemaduras
constituyen un desafio en el &mbito global con una morbilidad anual de 11 millones de
individuos y una mortalidad de 180 000 muertes (Radzikowska et al., 2023). En el
contexto peruano, esta problematica adquiere una dimension critica en los infantes, donde
anualmente mas de 7 000 sufren de quemaduras graves (Canadian Friends of ANIQUEM
Health Development Corporation [CAFA], 2018).

Los efectos adversos asociados a estas heridas crénicas abarcan desde el dolor y
pérdida de la independencia a una mayor susceptibilidad a procesos infecciones, tiempos
prolongados de hospitalizacion y elevados costos para el paciente, familias y el sistema
de salud (Stinson et al., 2013). Frente a esta problematica, se hace evidente la urgencia de
disefiar soluciones innovadoras y accesibles para el tratamiento de heridas cronicas,

especialmente para personas mayores de edad y de bajos recursos.



Por consiguiente, el objetivo principal de la presente tesis es desarrollar celulosa
bacteriana (CB) mediante el cultivo de una colonia simbiética de bacterias y levaduras
(SCOBY), en combinacion con polimeros bioactivos. Dicha celulosa bacteriana se destind
a un doble propdsito: en la fabricacion de apdsitos para favorecer la cicatrizacion de
heridas cronicas y, como componente esencial en la integracion de injertos de piel
artificial. El plan de investigacion para alcanzar el objetivo principal contempla metas
especificas interrelacionadas. La primera fase, busca disefiar un protocolo experimental
que permita la sintesis de apositos e injertos de piel artificial, empleando celulosa
bacteriana enriquecida con polimeros bioactivos y la incorporacion de compuestos
bioactivos, como compuestos naturales y fendlicos.

De igual modo, resulta relevante examinar las propiedades quimicas, fisicas y
mecanicas de los materiales obtenidos, a fin de confirmar su correcta disposicién. Por
altimo, es crucial analizar la biocompatibilidad y bioactividad de los productos, para
garantizar su eficacia y seguridad en el contexto biomédico. De esta manera, se aborda
uno de los desafios médicos méas impactantes que es el tratar las heridas crénicas, ya que
estas afecciones suponen una alta tasa de incidencia, impacto econémico y mortalidad,
junto a un riesgo significativo de complicaciones severas, como infecciones y sepsis.

En este contexto, el presente documento se compone de cinco capitulos principales.
En primer lugar, se relata la introduccion. Posteriormente, en el segundo capitulo, se
explican las terminologias, asi como los antecedentes, donde se exploran y analizan las
tecnologias existentes. De ahi tenemos el tercer capitulo que detalla la metodologia,
incluyendo los protocolos para el disefio, obtencidn y analisis de los materiales, lo que
establece las bases para la parte practica. En el cuarto capitulo, se presentan y discuten
los hallazgos experimentales obtenidos, lo que permite una comprensién profunda de los

resultados. Por Gltimo, el quinto capitulo ofrece las conclusiones alcanzadas.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Marco Tedrico
2.1.1. Heridas cronicas
En la actualidad, las heridas consideradas crénicas suponen un desafio, pues
no responden a los tratamientos convencionales. Clinicamente, se identifican por
una falla en el proceso de curacion, debido a que se estancan por mas de seis
semanas, en un estado perpetuado por inflamacion prolongada con exudado
abundante (Parra et al., 2019). La probabilidad de desarrollar estas lesiones esta
influenciada enfermedades sistémicas, edad avanzada y traumatismos repetidos
(Mustoe, 2004). De igual modo, la presencia de condiciones comorbidas como
vasculitis, supresion inmune y pioderma gangrenoso incrementan la susceptibilidad
(Snyder, 2005). Dentro de este grupo de afecciones son mas prevalentes las Ulceras
por presion (UPP), las Glceras de pie diabético y las quemaduras de gran superficie.
2.1.1.1. Ulceras por presion
Las UPP son causadas por una compresién prolongada en prominencias
Oseas, lo que conlleva a la oclusion del lecho capilar cuando la presién supera
los 32 mmHg, correspondiente a la presion capilar arterial (Gefen y Ousey,
2020). En pacientes con diagndstico de infeccion por COVID-19, se ha
observado una mayor produccion de citoquinas proinflamatorias
(interleucina-6 y el factor de necrosis tumoral alfa). Lo cual, incrementa la
formacion y persistencia de estas lesiones (Gefen y Ousey, 2020).
2.1.1.2. Ulceras por pie diabético
Las Ulceras de pie diabético se consideran una complicacién

multifactorial de la diabetes mellitus, la cual esta caracterizada por la



alteracion de la epidermis y dermis del pie. Su fisiopatologia implica
principalmente a la aterosclerosis y la neuropatia periférica diabética,
afectando el sistema nervioso sensorial, motor y autonomo (Packer et al.,
2023; Kim, 2023). Estas lesiones pueden progresar rapidamente, aumentando
el riesgo de amputacion si no se manejan adecuadamente.
2.1.1.3. Quemaduras

Con respecto a las quemaduras, cuando estas llegan a afectar mas del
30% de la superficie corporal total, pueden desencadenar una respuesta
sistémica de gran severidad. El cual comienza con el desarrollo de necrosis
coagulativa abriéndose paso en diversas capas tisulares. Posteriormente, se
presenta una continua inflamacién (cascada inflamatoria) que podria desatar
un shock hipovolémico acompafiado o no de una falla multiorganica

(Zwierello et al., 2023).

2.1.2. Celulosa bacteriana (CB)

En el contexto del tratamiento de heridas cronicas, la celulosa bacteriana (CB)

emerge como un biomaterial prometedor. La CB es un biopolimero

homopolisacérido lineal compuesto por unidades B-D-glucopiranosa con enlaces [3-

1,4 glicosidicos (Rukmanikrishnan et al., 2020). Dentro de la celulosa se aprecia

una gran cantidad de enlaces de hidrégeno, debido a la presencia de atomos de

oxigeno y de grupos hidroxilo.

CH,OH CH,OH CH,OH
O 0] 0]
O O
HO”  OH oo OH o~ OH

Figura 1. Estructura primaria de celulosa.
Elaboracidn propia.



Del mismo modo, en su interior hay apilamiento paralelo por las fuerzas de
Van der Waals que ayudan en el desarrollo de nanofibras cristalinas. Las cuales,
dan paso a la estructura microfibrilar. Esta estructura le confiere propiedades Unicas
que la hacen idonea para aplicaciones biomédicas (Chen et al., 2018), ademas de

prevenir ataques microbianos por el mallado 3D (Lahiri et al., 2021).
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Figura 2. Enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares en la CB.
Elaboracion propia.

La sintesis de CB se realiza mediante la fermentacion de bacterias gram-
negativas, principalmente especies como Gluconacetobacter xylinus y Acetobacter
xylinum (Manoukian et al., 2018). El proceso de produccion puede ser estatico o
dindmico, influyendo en la morfologia final del material. Ademas, es crucial que el
medio conserve un pH &cido o casi neutro en la fermentacion oxidativa, en donde
se emplea el oxigeno para convertir azUcares en acidos organicos. Siendo el pH
ideal para el Acetobacter xylinum el 5.5.

Las bajas temperaturas ralentizan el metabolismo celular de las bacterias y
levaduras lo que retrasan la produccion de la CB. Por ello, como parte de las
condiciones Gptimas de cultivo se sugiere conservar un rango de temperaturas entre
28 a 30 °C (Lahiri et al., 2021). Aunque, por lo general se maneja una temperatura
de 30 °C durante 1-14 dias, utilizando medios como Hestrin-Schramm (HS) o té,

siendo este Ultimo asociado con un mayor rendimiento y diversidad microbiana



(Aswini et al., 2020; Hamed et al., 2022). EI medio de cultivo debe conservar el
10% de saturacion de oxigeno disuelto para poseer un nivel de oxigeno adecuado,
si es bajo se obstruye el crecimiento bacteriano, y en caso de ser restringido la
produccion colapsa, reduciéndose la calidad de la CB (Lahiri et al., 2021).

Las propiedades tanto fisicas como quimicas de la CB la hacen adecuada para
manejar las heridas cronicas. Debido a que su alta capacidad de retencion de agua,
combinada con una elevada relacion del area superficial o la masa, permite una
eficiente gestion del exudado (Manoukian et al., 2018). Ademas, su estructura
superespiral le confiere una gran resistencia mecéanica, crucial para su aplicacion
como aposito (Klemm et al., 2018). Del mismo modo, la CB es biocompatible y
presenta una baja citotoxicidad (Fu et al., 2013), ello junto a su adaptabilidad y
facilidad para permanecer en contacto prolongado con el cuerpo, la hacen idénea
para el tratamiento de heridas complejas (Kowalska-Ludwicka et al., 2013).

Asimismo, la versatilidad de la CB permite su modificacion mediante la
adicion de componentes poliméricos durante la sintesis o post-produccion. Lo que
potencia aln mas sus propiedades quimicas y fisicas. Esta caracteristica da paso a
la creacion de apositos avanzados que no solo facilitan el drenaje de exudados y la
absorcion de calor, reduciendo el dolor, sino que también pueden incorporar agentes
terapéuticos para un tratamiento mas efectivo de las heridas cronicas.

2.1.3. Colonia simbiotica de bacterias y levaduras

También conocido con las siglas SCOBY, es una matriz gelatinosa, espesa y
flexible compuestas principalmente por una biopelicula de celulosa que contiene
bacterias y levaduras. Esta celulosa se desarrolla con el kombucha, té fermentado,
que incluyen bacterias de acido acético y de &cido lactico (Yang et al., 2022). Entre

los tés mas usados tenemos al verde, negro y blanco, aunque en el desarrollo de la



celulosa destacan el té negro y el rojo (Hu et al., 2022). EI 75% del peso seco de la
CB corresponde a los polifenoles del té negro, entre sus componentes
caracteristicos son las catequinas como la catequina, la epicatequina, la
epigalocatequina y el galato de epigalocatequina (Dufresne y Farnworth, 2000).
Las propiedades beneficiosas del kombucha radican en la supresion de
bacterias patdgenas, el fomento de comunidades microbianas intestinales
equilibradas, la interaccion con el epitelio intestinal, el procesamiento de nutrientes
especificos y la regulacién de las sefiales dentro del sistema inmunolégico (Sengun
y Kirmizigul, 2020). EI método inicial para la fermentacién de kombucha implica
usar el té junto a una biopelicula “madre” de CB de un lote anterior, lo que da paso
a la formacidén de una nueva biopelicula de celulosa en la interfaz aire-liquido (Ben
Saad et al., 2025). Naturalmente, esta biopelicula “hija” ayuda en la supervivencia
bacteriana al actuar como una barrera de proteccion contra las condiciones

ambientales adversas (Horue et al., 2023).

SCOBY

Figura 3. Representacion esquematica del kombucha con una SCOBY.
Elaboracién propia.

Posteriormente, se puede emplear cualquiera de las SCOBYs ‘hijas”
Ilamandose asi repitching, de reutilizarse la biopelicula madre original el proceso
es denominado blackslopping (Leroy y De Vuyst, 2004). Aungue, la fraccion
liquida también fomenta la generacion de SCOBYs. Lo cual, permite la produccion

de mantera continua e indefinida. (Ben Saad et al., 2025)



2.1.4. Polimeros bioactivos

Los polimeros bioactivos son biomateriales que presentan propiedades que
les permite interactuar con los sistemas bioldgicos. Presentan caracteristicas Unicas
como biocompatibilidad y biodegradabilidad. Ademas, su adaptacion es tal que
emula la matriz extracelular al crear un entorno adecuado para el crecimiento
celular y la regeneracién tisular, contribuyendo en la cicatrizacion de heridas al ser
usados como apasitos (Suhag et al., 2024).

2.1.4.1. Quitosano (CS)

Derivado de la quitina, compuesto por cadenas D-glucosamina y N-
acetil-D-glucosamina distribuidas de manera aleatoria unidas mediante
enlaces del tipo B (1—4) glicosidicos. Por lo general, es insoluble en
disoluciones acuosas neutras al estar en su forma cristalina. No obstante, ante
un pH menor a 6 los grupos amino libres pertenecientes a la glucosamina se

protonan y asi es posible la solubilidad de la molécula. (Peniche et al., 2010)
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Figura 4. Estructura quimica del quitosano.
Elaboracién propia.

Este biomaterial es de baja toxicidad, ademas de ser biocompatible y
biodegradable. Del mismo modo, posee propiedades antibacterianas que
resultan Utiles para el tratamiento de heridas hemostaticas y mucoadhesivas.
La aceleracion de la cicatrizacion que otorga es debido a que promueve la
migracion de neutrofilos polimorfonucleares, lo que induce la granulacion al

ayudar en la proliferacién de fibroblastos. (Martinez et al., 2020)



Un elevado grado de desacetilacion induce la agregacion de eritrocitos
y plaquetas que son cruciales para iniciar la hemostasia. Al momento en que
la N-acetil D-glucosamina se desacetila se da la adquisicion de una carga
positiva, como se menciond anteriormente, que proporciona grupos amino
libres en su estructura molecular. Los eritrocitos se ven atraidos por la carga
positiva del CS, lo que causa la aglutinacion y promueve la coagulacion. Por
consiguiente, se puede obtener una barrera proteina-membrana sanguinea
entre los enlaces covalentes del hidrogeno y las interacciones hidrofébicas
reversibles del CS 'y las proteinas plasmaticas. (Cassano et al., 2024)
2.1.4.2.  Alginato de sodio (SA)

Se obtiene principalmente de algas pardas como Phaeophyceae, aunque
también puede ser producido por ciertas bacterias del suelo (Abka-khajouei
et al., 2022). Polisacarido compuesto de unidades de acido p-D-manurdnico
(M) y a-L-gulurénico (G) que forman bloques de manera individual o de
secuencias alternas. EI SA es ecoldgico y de bajo costo de produccién,
ademas de tener propiedades similares al CS (Gheorghita et al., 2020). Este
polisacarido posee la capacidad de formar geles, lo cual se relaciona con el
contenido de bloques G. Estas secuencias dejan cavidades que funcionan

como sitios de unidn para cationes como el Ca*™ (Boraso et al., 2015).
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Figura 5. Estructura quimica de alginato de sodio.
Elaboracién propia.

Sus aplicaciones son diversas en el campo médico. Ya que, pueden ser

usados en fibras, peliculas e hidrogeles para apositos de heridas. De modo
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que, se pueda mantener un ambiente himedo, absorber el exudado, promover

la curacion y proporcionar propiedades hemostaticas. (Sharifi et al., 2024)
2.15. Componentes fenolicos

Son compuestos quimicos que contienen un anillo aromatico con un grupo

hidroxilo al cual se le denomina grupo fendlico. Conocidos por sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas y anticancerigenas. En el &mbito
de la salud estos componentes pueden prevenir enfermedades cronicas, ademas de
interactuar con el sistema inmunolégico. (Mufioz y Ramos, 2007)

2.1.5.1. Catequina (CT)

Pertenecientes al grupo de los flavonoles (flavan-3-oles) que estan
presentes comunmente en una variedad de frutas, verduras y otras plantas.
Siendo las principales fuentes el té verde, vino y cacao. Su estructura
molecular posee 2 anillos de benceno y un heterociclo de dihidropirano con
un grupo hidroxilo en el carbono 3. Este flavonoide posibilita la formacién de
estereoisdmeros cis y trans, lo que les permite configurar conjugados de acido
gélico, incluyendo galato de epicatequina, epigalocatequina y galato de

epigalocatequina (EGCG). (Beagles y Lerner, 2024)
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Figura 6. Estructura quimica de la catequina.
Elaboracién propia.

Debido a los mdltiples grupos hidroxilo, es que la catequina exhibe una

alta capacidad como antioxidante, neutralizando especies reactivas de oxigeno
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(ROS) y reduciendo el estrés oxidativo en tejidos dafiados (Attiga et al., 2025).
Ademas, posee efectos antiinflamatorios que regulan la baja expresiéon de
citoquinas proinflamatorias como TNF-o y TGF-p en fibroblastos de heridas
crénicas. Lo que favorece la transicion de la fase inflamatoria a la proliferativa
(Monika et al., 2023). Adicionalmente, promueven la angiogénesis y la
migracion de queratinocitos, acelerando la reepitelizacion y la formacion de
tejido conjuntivo nuevo (Zheng et al., 2024). Ademas, su actividad
antimicrobiana contra bacterias y hongos patdégenos contribuye a prevenir
infecciones en las heridas (Bae et al., 2020).

2.1.5.2. Curcumina (CUR)

Polifenol natural derivado del rizoma de Curcuma longa (circuma), con
una estructura quimica caracterizada por dos anillos aromaéticos conectados
por una cadena de a,B-insaturada de heptadien-3-ona (diferuloylmethano)
(Kumari et al., 2022). Al igual que la catequina sus grupos fendlicos y
cetdnicos conjugados le otorgan una potente actividad antioxidante que
neutraliza las ROS (Jagietto et al., 2023). Por otro lado, la curcumina regula
negativamente la expresion de mediadores proinflamatorios como NF-kB,
TNF-a e IL-6, lo que permite el acortamiento de la fase inflamatoria y facilita
la transicion a la fase proliferativa (Wu et al., 2023; Xie et al., 2017). Tanto
en modelos in vitro como in vivo se ha demostrado que la curcumina estimula
la proliferacion y migracion de fibroblastos, asi como la sintesis de coldgeno
tipo I, junto a la formacion de tejido de granulacion, acelerando la

reepitelizacion (Cao et al., 2024).
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Figura 7. Estructura quimica de la curcumina.
Elaboracién propia.

2.15.3. Resveratrol (RSV)

Es un polifenol estilbeno ubicado en la piel de las uvas, vino tino y otros
frutos. Posee una estructura caracterizada por dos anillos fenolicos unidos por
un puente eteno (Jia et al., 2022). Sus grupos hidroxilos conjugados ejercen

una actividad antioxidante que reduce el estrés oxidativo en la herida y protege

a los fibroblastos del dafo inducido por radicales libres (Jagietto et al., 2023).

HO

A\ o

HO
Figura 8. Estructura quimica del resveratrol.

Elaboracién propia.

Similar a la CUR, el RSV disminuye la expresion de citoquinas
proinflamatorias, favoreciendo asi dicha fase (Huang et al., 2019). En los
estudios in vitro, el RSV demostrd estimular la migracion de fibroblastos,
mejorando asi la sintesis de colageno y la formacion de matriz extracelular.
Por otro lado, in vivo se ha visto la promocion de angiogénesis, lo que resulta
en una vascularizacion mas rapida del tejido lesionado y una cicatrizacion mas

eficiente en modelos de Ulceras diabéticas (Kaleci y Koyuturk, 2020).
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2.1.6. Aerogeles liofilizados

Son materiales porosos con una superficie especifica elevada y de baja
densidad, confiriendo propiedades como alta capacidad de absorcién, buen
aislamiento térmico y acustico, ademas de la baja densidad. Estos materiales se
pueden dar bajo procesos como la liofilizacion. El cual, es un proceso que implica
la congelacion del material seguido por la sublimacion del agua en un ambiente
de baja presion, lo que resulta en un material poroso con una estructura esponjosa.
Este método es empleado en la fabricacidn de aerogeles debido a que preserva la
estructura porosa del material original. (Ibarra, 2023)

En el campo de la salud suelen ser usados como materiales de relleno para
heridas. Ello se debe a su capacidad de absorcion de liquidos y la promocion del
proceso de cicatrizacion. Asimismo, son empleados como aislantes térmicos, por
su baja conductividad térmica y alta resistencia al calor. (Niculescu et al., 2024)
2.1.7. Apdsitos e injertos de piel artificial

Estos materiales son disefiados para la promocion de la cicatrizacion,
reducen riesgos de infecciones y mejoran la calidad de vida de los pacientes. Los
apositos son herramientas terapéuticas disefiadas activamente para optimizar la
cicatrizacion de heridas. Su prop6sito va mas alla de la simple cobertura, ya que
aceleran la reparacion tisular, minimizan el riesgo de infecciones y mejoran la
calidad de vida de los pacientes. Aunque su funcién primaria es actuar como
barrera fisica al proteger la herida de la contaminacién externa y traumatismos.
Tambiéen gestionan el exudado de la herida, absorbiendo el exceso de fluido para
prevenir la maceracion de la piel circundante, pero reteniendo la humedad

necesaria que facilita la cicatrizacion. (Liang et al., 2021; Dhivya et al., 2015)
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Los injertos de piel artificial o sustitutos cutaneos representan estrategias
terapéuticas avanzadas disefiadas para reemplazar la piel dafiada o perdida, siendo
relevante en el tratamiento de heridas cronicas (Snyder et al., 2020). Su disefio
abarca mas de una cobertura, ya que son estructuras complejas que conciben
interactuar con el lecho de la herida, se integran con el tejido circundante y
facilitan el proceso de curacién. De modo que, el objetivo principal radica en la
regeneracion del tejido cutaneo, gracias a andamios o guias que apoyan y dirigen
la reparacion tisular por parte del propio organismo (Varkey et al., 2015).

2.2. Estado del arte

Las heridas cutaneas frecuentemente presentan secreciones purulentas con
diversos microorganismos. No obstante, si este exudado es abundante y el proceso
inflamatorio persiste por méas de seis semanas, la cicatrizacion se complicay el dolor
persiste, clasificando estas heridas como cronicas. Ejemplos de tales heridas incluyen
UPP, pie diabético y quemaduras que no siguen una trayectoria de curacion lineal o
predecible. (Igbal et al., 2017; Parra et al., 2019; Lahiri et al., 2021)

2.2.1. Tratamiento inicial
2.2.1.1. Limpieza

Inicialmente, las heridas cronicas se someten a limpieza y se cubren
periddicamente con apdsitos y vendajes (Institute for Quality and Efficiency
in Health Care [IQWIiG], 2022). La limpieza de la herida generalmente se
realiza con solucién salina, cambiando los vendajes de manera periodica. En
algunos casos, se utiliza un gel enzimatico o un chorro de agua a alta presion

para limpiar la herida (Eriksson et al., 2022).
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2.2.1.2. Desbridamiento

Procedimiento comun que implica la eliminacion de tejido muerto o
infectado. Este proceso se da con ayuda de diversos instrumentos medicos
como pinzas y bisturi, o empleando larvas de moscas criadas para fines
médicos. Este proceso puede ser doloroso, por lo que se utiliza anestesia local
y, de ser necesario, analgésicos (Eriksson et al., 2022; IQWIG, 2022).

2.2.2. Tratamientos actuales
2.2.2.1.  Terapia de presion negativa

En caso no se logre una buena cicatrizacién se recurre a tratamientos
especializados como la terapia de presidn negativa para heridas o injertos de
piel artificial, que ademas de tratar la afeccion subyacente junto a la herida,
alivia el dolor (IQWiG, 2022). La terapia de heridas con presion negativa
implica cubrir la herida con un aposito hermético conectado a una bomba que
aspira liquido, creando una presién negativa que aumenta el flujo de sangre y
mantiene la zona humeda. Es decir, consta de una maquina de succion, un
conjunto de apo6sitos y reservorios de plastico (Jiménez, 2007). Sin embargo,
puede limitar la movilidad y causar molestias debido al ruido de la bomba y
al dolor al cambiar el vendaje (Eriksson et al., 2022; IQWIiG, 2022).

2.2.2.2.  Oxigenoterapia hiperbarica

La oxigenoterapia hiperbarica es otro tratamiento que consiste en
colocar al paciente en una cdmara con oxigeno a alta presion, aumentando la
concentracion de oxigeno en la sangre y mejorando el suministro de sangre a
la herida. Sin embargo, puede causar molestias como dolor de oido y

claustrofobia, asi como otros efectos secundarios posibles. Los cuales
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incluyen lesiones en el oido medio, congestion sinusal, miopia temporal,
intoxicacién por oxigeno y convulsiones (Cleveland Clinic, 2023).

2.2.2.3.  Terapia electromagnética

Este tratamiento emplea campo electromagnético con el fin de estimular
la cicatrizacion de las Ulceras por presion, es decir, los campos interacttan
con las células y los tejidos, influyendo en diversos procesos a nivel celulary
molecular. Con ello, se tiene el aumento del flujo sanguineo, la estimulacién
de la angiogenesis, la modulacion de la respuesta inflamatoria, la
estimulacion de la proliferacion celular, el aumento de la sintesis de colageno
y reducen el riesgo de infecciones en heridas cronicas. No obstante, presenta
ciertas dificultades en la penetracion con tejidos muy gruesos, teniendo
resultados frustrados en la adecuada cicatrizacion. (Aziz y Bell-Syer, 2015)

2.2.2.4.  Apositos convencionales

Posterior a la limpieza, la herida se cubre con un nuevo apésito. Estos,
que pueden incluir compresas humedas, peliculas, gasas Yy tipos
especializados como hidrogel, hidrocoloides, plata, alginato y espuma, se
utilizan para mantener la herida humeda, absorber el exceso de liquido y
protegerla de infecciones. Siendo cambiados cuando ya no pueden absorber
mas secreciones o si se desplazan (IQWiG, 2022).

Aunque los apdsitos basicos, como la gasa, son utiles se debe tomar en
cuenta que requiere de fuerza a la hora de retirar el aposito, lo que podria
provocar un traumatismo en la herida y/o desbridamiento mecanico. Esos
residuos que se adhieren dan paso a que el cuerpo forme granuloma. Ademas,

la gasa puede producir vasoconstriccion refleja, hipoxia, alteracion de la
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actividad de los leucocitos y fagocitos junto al aumento de la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno. (Sood et al., 2014)

Por otro lado, los apositos de espuma son permeables tanto a los gases
como al vapor de agua; de modo que, sus propiedades hidrofilicas les permiten
altas capacidades de absorcion proporcionando aislamiento térmico. Sin
embargo, no es recomendable usarlas en heridas secas o cubiertas de escaras
debido a su capacidad para secar, Asimismo, dependiendo del tipo de espuma
y la gravedad de la lesidn, estos se pueden adherir a la herida generando dolor
y trauma tras su remocion (Chaganti et al., 2019; Schiefer et al., 2022).
Ademas, de no ser cambiados con frecuencia, no solo retendrian la humedad
de manera excesiva, sino que podrian provocar maceracién de la piel
circundante (Dhivya et al., 2015; Chaganti et al., 2019). Del mismo modo, no
brindan proteccion suficiente a estructuras sensibles como las lesiones con
exposicion de huesos o tendones (Cai et al., 2023; Yao et al., 2022).

Similar a ello tenemos a los hidrogeles, los cuales si bien son permeables
al agua y al gas han demostrado ser una barrera bacteriana menos eficaz que
los apositos oclusivos. Asimismo, su retencion de liquidos es limitada debido
a su alta concentracion de agua. Por lo que, no son Utiles en heridas sangrentes
y generalmente requieren de un ap6sito secundario. (Sood et al., 2014)

2.2.2.5. Injertos de piel artificial

Para heridas de gran tamafio, se pueden utilizar injertos de piel. Para
ello, se puede tomar piel de otra parte del cuerpo o utilizar injertos artificiales
hechos con células humanas y materiales sintéticos (Eriksson et al., 2022;

IQWIG, 2022). No obstante, su uso se ve limitado por diversos factores.



18

Lo primero que se busca es tener compatibilidad con el injerto
(Prohaska y Cook, 2023; Kianian et al., 2023). Por lo que, el médico
consideraria el uso de piel del propio paciente, pero de otra zona, lo cual
puede verse limitado al tratarse de heridas créonicas (Benichou et al., 2011;
Feredj et al., 2023). En algunos casos, los injertos no se integran, generando
cicatrices inestables (Blair et al., 1987; Prohaska y Cook, 2023).

2.2.3. Patentes
2.2.3.1.  Administracion de agentes antioxidantes [US2017252320A1]

Actualmente, diversas investigaciones y patentes muestran procesos
que favorecen la cicatrizaciéon de las heridas, como la administracion de
agentes antioxidantes (a-tocoferol o N-acetilcisteina) en cantidades eficaces
para tratar las heridas. En la presente patente, se describe un método para
preparar un modelo animal de herida crénicay evaluar el efecto de una mezcla
de agentes antioxidantes en la cicatrizacion. De modo que, lograron reducir
la inflamacion, promovieron la proliferacion celular y mejoraron la
angiogenesis. (Martins-Green et al., 2017).
2.2.3.2. Materiales de apositos para heridas a base de quitosano

[US4572906A]

Esta patente describe un apdésito quirdrgico basado en una mezcla de
gelatinay CS. El material muestra una excelente adherencia y proporciona un
ambiente favorable para la cicatrizacion. Lo que ayuda a controlar la pérdida
de agua corporal por evaporacion, también previene la proliferacion
bacteriana y retarda la contraccion de la herida. Por consiguiente, se evitan

las cicatrices rigidas y pérdida de movilidad. (Sparkes y Murray, 1986).
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2.2.4. Trabajos de investigacion
2.24.1.  Apositos de CB

En este contexto, la celulosa bacteriana, sintetizada principalmente por
bacterias gramnegativas, destaca por sus propiedades fisicoquimicas y
bioldgicas superiores en comparacion con la celulosa vegetal, incluyendo alta
biocompatibilidad y moldeabilidad (Sajjad et al., 2019; Sajjad et al., 2020;
Picheth et al., 2017). Estas caracteristicas permiten su uso en dispositivos de
vendaje, favoreciendo la epitelizacion mediante la retencién y liberacion
controlada de agua, y el intercambio eficiente de gases. Ademas, su capacidad
para reducir el dolor y prevenir infecciones bacterianas mejora la regeneracion
de la piel (Sajjad et al., 2019; Picheth et al., 2017).

A pesar de sus ventajas, la CB carece de propiedades antimicrobianas.
Para superar esta limitacion, se han desarrollado biomateriales basados en CB
que incorporan agentes antimicrobianos como quitosano, curcumina,
catequina, resveratrol y componentes fenolicos. Estos aditivos han
demostrado potenciar los resultados, acelerando el tiempo de cicatrizaciéon y
aumentando la capacidad del apdsito para absorber liquidos, entre otros
beneficios. (Picheth et al., 2017; Robson et al., 2021; Yu y Aubim, 2020)

2.2.4.2.  Apositos de CBy quitosano (CS)

Los apdsitos disefiados con quitosano presentan diferentes formas de
cultivo, ya sea adicionar el componente polimérico ex situ o in situ, es decir,
junto al medio de cultivo en la fermentacion o tras el autoclavado de la muestra
obtenida. Adicionalmente, este polimero mejora las propiedades mecénicas y
la actividad microbiana. Independientemente del método de preparacion, los

apositos adquieren la capacidad antimicrobiana del quitosano y conservan la
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estructura flexible de la BC, la biodegradabilidad y biocompatibilidad. (Jia et
al., 2017; Wahid et al., 2019; Shen et al., 2021)

Ademas, algunos estudios vieron que estas membranas pueden retener
mas agua en contraste con la CB pura. No obstante, si se adiciona mas de 2%
de quitosano las propiedades mecanicas varian. Consecuentemente, lejos de
potenciar se vuelven mas fragiles (Horue et al., 2023).

2.2.4.3.  Apositos de CBy CUR

Del mismo modo, su preparacion puede darse ex o in situ. Asimismo, se
vio que estos apositos también conservaban sus capacidades de
biocompatibilidad, promoviendo asi una mejor proliferacion de células de
fibroblastos debido a la curcumina. También se vio que puede lograr el cierre
de hasta un 64.25% de la quemadura tras solo 15 dias, en contraste con
apositos de plata. Ello, debido a que muestran tejidos de granulacion sanos,
reepitelizacion fina, vascularizacion y rejuvenecimiento del lecho de la herida.
No obstante, hace que el aposito adquiere una mayor coloracion amarillenta,
lo cual, puede evitar la visualizacion de las lesiones cutaneas, ya que lo ideal
es que los apositos sean transparentes. (Sajjad et al., 2020)

A pesar de estos avances, aun existen desafios significativos en el tratamiento de
heridas cronicas. La efectividad a largo plazo de los nuevos biomateriales, su costo-
efectividad, y la optimizacion de su aplicacion en diferentes tipos de heridas crénicas son
areas que requieren mayor investigacion. Ademas, la personalizacién de los tratamientos
segun las caracteristicas especificas de cada paciente y tipo de herida sigue siendo un

objetivo importante en el campo.



21

Capitulo 3

Metodologia

Para llevar a cabo el desarrollo de la celulosa bacteriana mediante un SCOBY en
combinacién con polimeros bioactivos, se planted un proceso de produccion. Como el
objetivo principal fue obtener un biomaterial con potencial para la fabricacion de apésitos
que faciliten la cicatrizacién de heridas cronicas, se busco evaluar su aplicacion bajo
diversos ensayos para determinar si es adecuado para dicha aplicacién. A continuacion,
se describen los procedimientos y pruebas realizadas.

3.1. Materiales

Se utilizé té rojo Earl Grey BOP de marca Aman Premium Tea y azUcar blanca
refinada, adquirida en WONG (Per(). La celulosa bacteriana fue obtenida a partir de
una colonia simbidtica de bacterias y levaduras, cultivada en el Laboratorio de Grupo
de Investigacion de Modificacion de Materiales de la Pontificia Universidad Catdlica
del Perd. El quitosano de bajo peso molecular (50 000 — 190 000 Da), junto con las
perlas de hidréxido de sodio (0.1 M), el alginato de sodio la catequina (368.38 g/mol),
la curcumina (228.24 g/mol), el resveratrol (290 g/mol) y el acetato de sodio (82.03
g/mol) fueron adquiridos de Sigma Aldrich. Por su parte, el cloruro de calcio y el
acido acético fueron suministrado por J.T. Baker. Finalmente, el peroxido de
hidrégeno al 30% junto al amoniaco al 25% fueron provistos por MERCK.

3.2. Cultivo de CB

Se emple6 un SCOBY (Simbiotic Colony of Bacteria and Yest, por sus siglas
en inglés), que fue cultivado en un medio compuesto por 100 g/L de azucar y 12.5
g/L de té rojo. Si bien el medio convencionalmente empleado es el HS (Hestrin-

Schramm), se opto por el uso de un té debido a su capacidad para ajustar el pH del
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entorno de fermentacion. Ya que, esto no solo mejora el crecimiento del SCOBY
gracias a la presencia de la sacarosa, sino que también actda como agente inhibidor
del deterioro causado por contaminantes (Aswini et al., 2020).

Adicionalmente, se realiz6 un analisis comparativo literario entre los diversos
tipos de té (rojo, negro, azul y verde), como medios de cultivo alternativos. De los
cuales, se reveld que el té rojo gener6 un mayor recuento bacteriano (Hu et al., 2022;
Tan, 2017). Evidenciando su capacidad para promover un proceso de fermentacion
con una mayor diversidad microbiana (Hamed et al., 2022).

Posteriormente, se filtr6 el té rojo infusionado con azlcar fue sometido a un
proceso de filtracion para eliminar las impurezas y residuos sélidos. Una vez filtrado,
la solucion se vertié cuidadosamente en un vaso precipitado. Para que el SCOBY sea

colocado en la base del recipiente y asi dar inicio al cultivo de la celulosa bacteriana.

Agua ' “ '?\‘I‘ﬂ“

S
12.5g/L -—p i —d
de té G

100 g/L de

azlcar . . .
Hervir Dejar enfriar

(1 hora) (1 hora)
Figura 9. Esquema de preparacién del medio de cultivo.

Elaboracién propia.
Para proteger el cultivo de la contaminacion, se cubrio el recipiente con toallas
y se asegur6 con ligas, permitiendo la entrada y salida de gases. En los dias
siguientes, se observo la formacion gradual de un nuevo SCOBY en la superficie del
té. Logrando alcanzar un grosor minimo de 1 cm (Cabafias et al., 2020) en un periodo

de 9 a 10 dias, momento en el cual se evalu6 la celulosa bacteriana.
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Figura 10. Crecimiento del SCOBY.
Elaboracidn propia.

Este procedimiento se repiti0 durante tres semanas en diversos vasos
precipitados con el fin de obtener varias muestras. Las muestras iniciales obtenidas
en el laboratorio exhibian variaciones en su grosor, aunque todas superaban el
minimo deseado. Para investigar como esta variabilidad podria influir en el tiempo
de crecimiento del SCOBY, se seleccionaron cuatro muestras almacenadas
previamente en la refrigeradora junto con su medio de cultivo.

Luego, se realizaron dos cortes perpendiculares en cada SCOBY “madre”,
dividiendo asi cada muestra en cuatro segmentos. Estos segmentos se distribuyeron
en cuatro vasos precipitados distintos, de manera que en la base de cada vaso se
encontraran los cuatro segmentos correspondientes a las cuatro muestras.
Consecutivamente, se afiadieron 400 ml de té a cada vaso, manteniendo las

condiciones experimentales mencionadas anteriormente.

Figura 11. Esquema del corte de una SCOBY “madre”.
Elaboracion propia.
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Una vez alcanzado el grosor minimo deseado, se extrajeron cuatro muestras
de cada vaso. Dichas muestras fueron lavadas con agua desionizada con el fin de
eliminar residuos o impurezas superficiales. De ahi, se colocaron en un vaso
precipitado sin agua, el cual fue cubierto con papel de aluminio para su posterior
tratamiento en la autoclave del Instituto de Ciencias Omicas y Biotecnologia
Aplicada de la Pontificia Universidad Catolica del Pert (PUCP), donde se sometio
a una temperatura de 135 °C durante 2 horas. Este proceso elimina las bacterias
presentes en las muestras, dejando Unicamente la celulosa bacteriana. Finalmente,

el vaso se llevé al refrigerador para su conservacién antes del analisis posterior.

Figura 12. Preparacion de muestras para esterilizacion en autoclave.
Elaboracion propia.

3.3. Blanqueamiento de CB

Se disolvieron 4 g de perlas de hidroxido de sodio (NaOH) a una
concentracion de 0.1 M en agua destilada dentro de un vaso precipitado, el cual fue
cubierto con film plastico (stretch film en inglés). La disolucion se llevo a cabo
suavemente utilizando un agitador magnético, dentro de una campana de
extraccion. De ahi, se afiadid 1 L de agua destilada y se colocaron las muestras de
CB, manteniéndolas en agitacion a una temperatura entre 90 a 95 °C durante 3
horas. Luego, se lavo la celulosa bacteriana con agua destilada, y se dejé agitando

con agua por una noche.
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Posteriormente, se reemplazo el agua destilada por una solucién al 0.25% de
peroxido de hidrogeno (H202). Con lo cual, se dejo agitando en la campana de
extraccién por 30 minutos. Al cabo de ello, se realiz6 un lavado con agua destilada.

Este protocolo, fue adaptado de Meng et al. (2019), se llevd a cabo por la
sencillez operativa. Para ello, se emplearon reactivos de baja agresividad y con una
efectividad comprobada a corto plazo para la eliminacion de impurezas sin llegar a
la degradacion de la estructura de la celulosa. Lo que, permite preservar sus
propiedades mecéanicas y funcionales.

3.4. Analisis del peso neto de CB

Tras ello, se cortaron tres cubos de CB blanqueada, con dimensiones de 1.5
cm por lado. El corte fue uniforme para poder garantizar la reproducibilidad. Y asi
minimizar los efectos de tamafio sobre la cinética de absorcion.

Esas muestras se pesaron, y al cabo de 3 dias, se repitio el pesaje para
determinar el peso neto de la CB blanqueada. Este procedimiento se realizo, hasta
que el peso se mantuvo constante. La repeticion del pesaje asegurd que la muestra
haya alcanzado su maxima capacidad de retencion de agua. El cual, se calcula con

la siguiente férmula:

— Is

Peso neto% = x 100

Donde Py, representa el peso de la CB hidratada; mientras que P, el valor de
la CB seca. (Pogorelova et al., 2020; Stanescu et al., 2021)

3.5. Preparacion de membranas de CB con quitosano (CB-CS)

La formacion de lamembrana CB-CS se basa en la generacidn de un complejo

polielectrolitico entre los grupos hidroxilo de la celulosa bacteriana y los grupos
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amino protonados del quitosano. Estas interacciones promueven una red
tridimensional homogénea, donde las cadenas de quitosano se absorben sobre la
superficie fibrilar de la CB. Con lo que se refuerza la cohesion mecénica y mejora
la estabilidad estructural de la membrana. Ademas, la densidad de puentes de
hidrogeno entre ambos polisacaridos contribuye a la resistencia al hinchamiento y

modula la porosidad final del material. (Tran et al., 2013; Lin et al., 2013)

COCH;
CH,OH NH
¢!
HO NH, on’
OH OH

Figura 13. Interaccion molecular entre CS y CB.
Elaboracién propia.

Se preparo una solucion al 1% de acido acético (AcOH), combinando 1 ml de
AcOH con 100 ml de agua. Paralelamente, se pesaron 3 g de CS de bajo peso
molecular, equivalente al 3% de la solucion. Este quitosano se afiadio gradualmente
al vaso precipitado conteniendo el acido acético. El vaso fue tapado con papel de
aluminio y se procedio a agitar la mezcla hasta lograr su completa disolucion.

Después de esto, se procedio a licuar una muestra de CB esterilizado en
autoclave. Es importante destacar que en este proceso no se afiadio agua, debido a

que posterior al analisis del peso neto se vio que el 97.2% del mismo corresponde

al componente liquido interno de la CB (Girard et al., 2024). De modo que, la

muestra se fragmenté hasta alcanzar el tamafio minimo posible sin generar
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burbujas. Luego, se mezclé el quitosano previamente preparado con la muestra de
CB licuada en las siguientes proporciones especificadas en la Tabla 2.

Tabla 1
Proporciones de CB y CS.
Membrana CB (ml) CS (ml)

M1 0 25
M2 (1:4) 5 20
M3 (2:3) 10 15
M4 (3:2) 15 10
M5 (4:1) 20 5
M6 25 0

Nota. Elaboracion propia.

Tras ello, se colocaron las muestras en el horno a 50 °C sin tapa para permitir
su secado. Transcurridos tres dias, las muestras fueron retiradas lavadas con una
solucién de NHs al 1% (0.6 ml de amoniaco diluido en 14.4 ml de agua), esta
operacion se llevé a cabo en una campana de humo. Posteriormente, las muestras
se dejaron secar a temperatura ambiente durante dos horas.

Al cabo de las 2 horas se lavaron 3 veces las membranas con agua
desionizada. Para, finalmente, ser conservadas en un desecador. De las membranas
se tienen dos muestras control, M1 y M6, para evaluar las caracteristicas
individuales de ambos componentes. De manera que, se pueda apreciar a mayor
detalle la variacién en las concentraciones.

3.6. Preparacion de aerogeles liofilizados de CB con polimeros bioactivos

Sin embargo, se aprecid que las membranas como tal no lograron la
homogeneidad deseada, por lo que se opt6 por otras metodologias, como lo son los
aerogeles liofilizados. Para ello, se disolvio 2.8% de alginato (SA), equivalente a
5.6 g, en 200 ml de agua destilada en un agitador magnético. Simultaneamente, las
muestras de CB blanqueadas fueron licuadas para ser mezcladas con alginato en

diversas proporciones para su posterior uso.
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Tabla 2
Proporciones de CB y SA.
Muestra CB (ml) SA (ml)
Muestra 1 0 30
Muestra 2 (1:2) 10 20
Muestra 3 (1:1) 15 15
Muestra 4 (2:1) 20 10
Muestra 5 30 0

Nota. Elaboracion propia.

Luego, se afiadio una solucion de cloruro de calcio (CaClz) al 2% con el fin
de inducir la reticulacion del alginato. Este proceso permitio estabilizar la matriz,
garantizando una mejor interaccion entre los componentes. Posteriormente, se agitd
2.8% CS, equivalente a 5.6 g, cido acético (AcOH) al 1%, teniéndose un volumen

de 20 ml.
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Figura 14. Preparacién de las mezclas y polimeros bioactivos. (A) Preparacion de
SA al 2.8%, (B) mezcla de SA con CB, (C) preparacion de CaCl, (D) mezcla de
CaClz con SA-CB, y (E) preparacion de CS al 2.8%.

Elaboracién propia.
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Posteriormente, se procedié a la formacion de dos grupos experimentales,
cada uno compuesto por cinco muestras. Para el primer grupo, se llevé a cabo el
siguiente procedimiento: inicialmente, se extrajeron 5 ml de las mezclas SA-CB-
CaCl. y se transfirieron a tubos Falcon con capacidad de 50 ml. Una vez preparados,
estos tubos se congelaron durante un periodo de 24 horas. Transcurrido este tiempo,
se procedié a afadir una segunda capa compuesta por 5 ml de CS. Después de esta
adicion, las muestras se volvieron a colocar en el congelador por otras 24 horas,
permitiendo asi la estabilizacion de esta nueva capa. Finalmente, para completar la
estructura multicapa, se afiadié una tercera capa consistente en 5 ml adicionales de
la mezcla SA-CB-CaCl.. Una vez maés, las muestras se sometieron a un ultimo ciclo

de congelacion de 24 horas. (Yan et al., 2017)

SA+CB 0a-8C CS 0a-8°C SA+CB  (a-8C
+CaCly (24 horas) (24 horas) ~ +CaCl2 (24 horas)

Figura 15. Preparacion de muestras del primer grupo en tubos Falcon (tres capas).
Elaboracidn propia.

En cuanto al segundo grupo, se aplicé un procedimiento similar, pero con una
importante variacion en la composicion y secuencia de las capas. En este caso, se
invirtié el orden de los componentes, comenzando con una capa inicial de 5 ml de
CS. Esta inversion tenia como objetivo examinar como la disposicion de las capas
podria afectar las propiedades finales del material.

De ahi, se procedi¢ a afiadir una segunda capa de 5 ml de la mezcla SA-CB-
CaCl., seguida de una tercera capa de CS. Cada adicion fue seguida por un periodo

de congelacion de 24 horas, manteniendo asi la consistencia con el protocolo
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aplicado al primer grupo. Sin embargo, la distincion clave en este segundo grupo
fue la incorporacion de una cuarta capa adicional de SA-CB-CaCl.. Ello se
fundamento en la hipdtesis de que una capa extra de este compuesto podria mejorar
las propiedades mecanicas y de barrera del material resultante. Ademas, se
considerd que esta capa adicional, al estar entrecruzada, podria proporcionar una
superficie mas uniforme y estable; ademas de resistencia a la degradacién mecanico

0 enzimatica que podria ocurrir en el entorno de una herida crénica.

_———c}——

- - — — —> —> —> |
CS 0a-8°C SA +CB 0a-8°C CS 0a-8°C SA+CB 0a-8°C
(24 horas)  + CaCl, (24 horas) (24 horas) + CaCl, (24 horas)

Figura 16. Preparacion de muestras del segundo grupo en tubos Falcon
(cuatro capas).
Elaboracién propia.

Posteriormente, se liofilizaron las muestras. Este proceso se llevé a cabo para
preservar la estructura porosa del material, sin colapsarlos como sucede
tradicionalmente en el secado convencional. La estabilidad se da al eliminar el agua
de manera controlada, lo que es relevante para la absorcion de liquidos y la
liberaciéon controlada de compuestos (Ibarra, 2023). Se prepararon las muestras
sumergiéndose en nitrégeno liquido durante 15 minutos. Tras ello, se utilizé el
modelo Freeze Dryer DC401, de la marca Yamato; en donde las muestras

permanecieron por 72 horas, en un rango de presiones de 10 a 20 Pa, para asegurar

la completa sublimacion del agua contenida en ellas y asi obtener los aerogeles.
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Aerogel 1 Aerogel 2 Aerogel 3 Aerogel 4 Aerogel 5
—» CB+SA+CaCl
—> cs
A » CB+SA+CaCl CB-SA CB-SA CB-SA
(1:2) (1:1) (2:1)
Aerogel 6 Aerogel 7 Ael’ogel 8 Aerogel 9 Aerogel 10
—» CcB+SA+cCaCh
—> CS
—» CB+SA+CaCl,
—> CS
B CB-SA CB-SA CB-SA
(1:2) (1:1) (2:1)

Figura 17. Aerogeles liofilizados capa por capa. (A) Primer grupo (tres capas: CB-
SA/CS/CB-SA) Yy (B) segundo grupo (cuatro capas: CS/ CB-SA/CS/CB-SA).
Las relaciones CB:SA indican la proporcion en masa utilizada segun la Tabla 2.
Elaboracién propia.

Esta preparacion por capas se realizd para compensar la falta de
homogeneidad en las membranas realizadas. Sin embargo, aunque se habia
incorporado el SA, obteniéndose una mejor disolucion de los grumos de CB, la
homogeneidad aun no era la deseada. Por lo que se debia agregar un paso adicional

en el desarrollo de aerogeles liofilizados.

3.7. Preparacion de aerogeles liofilizados con componentes fendlicos

Se incorporaron componentes fenolicos como catequina, curcumina y
resveratrol a una concentracion de 30 mM. Con lo que se buscé aprovechar sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas. Para ello, se evaluo
el peso molar de cada componente y se multiplico por 0.03 para obtener el valor en

gramos por litro (g/L).
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Tabla 3

Peso molar de los componentes fendlicos.

Compuesto

fenolico MW (@/mol) g/l
Catequina 290.00 8.70
Curcumina 368.38 11.05
Resveratrol 228.24 6.84

Nota. Elaboracion propia.

Tomando en consideracion que los compuestos fendlicos son solubles en
solventes organicos es que se disolvié en 10% de etanol, correspondiente a 20 ml,
para el caso de la CUR y CAT. Mientras que el RSV se trabajé en un volumen de
15 mL, debido a que se habia agotado el material. En los tres casos se cubrieron los
vasos con papel aluminio por la fotosensibilidad de los componentes.

Tabla 4
Concentraciones de los componentes fenélicos para

la disolucion con 10% de etanol.

C]E’erggﬁif)to 9/20 mL g/15 ml
Catequina 0.17 -
Curcumina 0.22 -
Resveratrol - 0.10

Nota. Elaboracion propia.

De ahi, se incorpor6 agua desionizada a cada componente fendlico con etanol,
formando un volumen total de 80 ml de agua para la catequina y curcumina;
mientras que se llegd a un volumen final de 60 ml para el resveratrol. Una vez
disueltos los compuestos fenolicos, se establecieron dos grupos para su preparacion:
el primero, compuesto por CB-CS, y el segundo, por CB-SA. En cada grupo se
definieron cuatro subgrupos: Control (agua desionizada), catequina, curcumina y

resveratrol, cada uno con cinco muestras.
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Tabla 5

Grupos de muestras con componentes fendlicos.

Control o compuestos

CSoSA(ml) CB(ml) fendlicos (ml)

8 2 2
8.5 1.5 2
9 1 2
9.5 0.5 2
10 0 2

Nota. Elaboracion propia.

De este modo, se prepararon un total de 40 muestras, distribuidas
equitativamente entre CB-CS y CB-SA. Primero, se mezcld 2.8% (p/v) de CS o0 SA
con 2 ml del control o compuestos fendlicos por 15 minutos. Luego se afiadi6 CB

y se dejo disolviéndose en el agitador magnético, por un periodo de 3 horas.

.

%Eaz \Ems
—p

Bl%

A 2.8% 2 ml Comp. 15 min
CS/SA fenolico
L ]

B

CB 3 horas

Figura 18. Preparacion de las muestras con los compuestos fenolicos. (A)
Disolucion de CS o SA al 2.8% (p/v) con el agua desionizada o los compuestos
fenolicos y (B) disolucion con CB.
Elaboracién propia.

Posteriormente, las muestras fueron procesadas utilizando el sonicador
SONICS Vibra-Cell, un equipo ultrasénico con una potencia de 750 Watts, con una

frecuencia de 20 kHz y una amplitud al 40%. Las muestras fueron sonicadas 2 veces

por un periodo de 10 minutos, dejando un lapso de 30 minutos entre cada toma,
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para evitar dafar el equipo. Este proceso se realizd debido a que las ondas
ultrasonicas facilitan la dispersion uniforme de la CB blangueada en el alginato,

mejorando su solubilidad y evitando la formacién de grumos (Abral et al., 2018).

Figura 19. Sonicacion de muestras.
Elaboracién propia.

Con lo cual, se logré llegar a la homogeneidad deseada. Finalmente, se
colocaron las muestras en tubos Falcon de 15 ml. Las cuales se conservaron en el
congelador para liofilizarse por 72 horas y asi formar los aerogeles homogéneos.

3.8. Medicidn del espesor de las membranas

Para medir el espesor, se utilizé el calibrador de espesor con indicador de la
marca Mitutoyo, conocido como "Dial thickness gage"”. Se ajustd la flecha del
indicador a la posicion 0y luego se colocaron las membranas. Ello permitié que se

ejerza presion sobre ellas para asi poder medir el espesor en micrometros.

Figura 20. Medicion del espesor de la membrana 5, 5 ml de CS con 20 ml de CB.
Elaboracidn propia.
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Se hicieron diversas mediciones en la parte central de la membrana. Debido
a que por su modo de preparacion estas presentaban distintos grosores. Siendo mas
delgado en los bordes como mencionaron Lee y Langdon (1996).
3.9. Analisis del &ngulo de contacto

Para esta prueba se usé un goniémetro de contacto en conjunto con el software
DROPimage Advanced, que permite medir los &ngulos de contacto, para determinar
la mojabilidad de la superficie de las muestras. Para ello, se cortaron trozos de las
membranas abarcando, principalmente, la zona central de las membranas. Estos se
colocaron sobre portaobjetos, para luego ser colocadas bajo la jeringa que dejaba
caer 1 gota de 5 pl (Huang y Gates, 2020). Del software se extrajeron el angulo
izquierdo y derecho de la gota sobre las membranas, junto al promedio, el error y

otras caracteristicas adicionales (Krainer y Hirn, 2021).
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Figura 21. Esquema del angulo de contacto. Donde el “I” corresponde al angulo de
contacto izquierdo, mientras que la “D” representa al de la derecha.
Elaboracién propia.

3.10. Estudios de Espectrofotometria Infrarroja por Transformada de

Fourier (FTIR)

Para analizar los componentes quimicos de las membranas, se utilizo la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR). En este
procedimiento, la muestra es expuesta a radiacion electromagnética en el rango
infrarrojo, lo que provoca que la radiacion absorbida por las moléculas se

transforme en energia vibracional. Estas vibraciones se registran mediante un
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espectrometro como bandas de absorcion, generando un interferograma que
identifica los grupos funcionales en la estructura organica (Maulana et al., 2021).
Para ello, se optd por emplear el método del disco de KBr (bromuro de
potasio), debido a que los métodos como el de Reflectancia Total Atenuada (ATR)
y transmitancia no permitian la identificacion de los picos en sus curvas. Este
procedimiento consiste en moler una pequefia cantidad de la membrana con polvo
fino de KBr, mediante una mini prensa de pellets manual se ejerce presion hasta
obtener una pequefia pastilla o disco. Posteriormente, se coloca en el portamuestras
del espectrofotometro (Djomgoue y Njopwouo, 2013). Con el que se obtuvieron los

espectros correspondientes a cada membrana y aerogeles liofilizados.

- - - ®
I

Corte de CB Moler con Prensar hasta Colocar en
KBr obtener la pastilla portamuestras

Figura 22. Preparacion de muestras para el FTIR con método KBr.
Elaboracion propia.

3.11. Estudios de Calorimetria Diferencial de Barrido (DCS)

Asimismo, se midieron los cambios en las propiedades de los biomateriales
ante el calor, evaluandose eventos importantes como la fusion, cristalizacién o
degradacidn. Las muestras se analizaron utilizando el equipo DSC 3500 Sirius de
la marca NETZSCH, que registra las variaciones en el flujo de calor. Para ello, se
pesaron entre 5y 15 mg de la muestra y se colocaron en un recipiente con un peso
aproximado de 50 mg. Posteriormente, el recipiente con la muestra es sellado con
una prensa de mesa, para perforarlo en el centro de la tapa y completar la

preparacion. Ello se da para permitir el escape controlado de los gases o vapor
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durante la medicidn, evitando la presion acumulada dentro del recipiente y

asegurando mediciones mas precisas (NETZSCH - Analyzing and Testing, s.f.).

5-15mg —

Figura 23. Preparacion de muestras para el DSC.
Elaboracion propia.

Una vez que la muestra esta preparada, se coloca dentro del equipo DSC. En
el lado izquierdo, se posiciona un recipiente vacio que actia como muestra de
referencia. Ello asegura la calibracién y comparacién de los datos obtenidos durante
el analisis térmico. Para ello se analizaron las muestras en un rango de 50 a 270°C,

a una velocidad de calentamiento de 10°C/min.

Figura 24. Colocacion de la muestra en el equipo DSC.
Elaboracidn propia.

3.12. Analisis de microscopia electronica de barrido (SEM)

El analisis morfoldgico se llevo a cabo con microscopia electronica de barrido
(SEM, por sus siglas en inglés), con la finalidad de evaluar la microestructura
superficial y determinar las caracteristicas de porosidad de los aerogeles. Las
muestras fueron preparadas con dimensiones aproximadas de 1 cm por lado,
estandarizando un tamafio que encaje dentro de las dimensiones de los

portamuestra. Tras ello, cada muestra fue montada sobre cintas de carbono para
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garantizar su fijacion, estabilidad y evitar desplazamientos durante la observacion.
Consecutivamente, los portamuestras fueron colocados en el equipo Quanta 650,
realizandose el andlisis en bajo vacio (Ali et al., 2021). Las imagenes tuvieron
aumentos entre 250 x y 550 x, utilizando un voltaje de aceleracién de 10 a 15 kV,
lo que permitié la visualizacion y medicion de los poros. (Ensikat y Weigend, 2014)

3.13. Perfil de hinchamiento

Para evaluar la capacidad de absorcién se aplicé la prueba de hinchamiento.
El cual se inicio sumergiendo las muestras en un pH de 5.5 y luego en uno de 7.5.
Con el fin de evaluar su capacidad de absorcion ante un pH sano y de una herida.

Para ambos casos se prepard un buffer de 500 ml. En el caso del pH 5.5 se
tuvieron 0.3677 g de acetato de sodio, el cual se disolvié en 400 ml de agua junto a
29.6 ul de AcOH. Luego se lavaron las puntas del pHmetro de marca Greisinger,
modelo GMH 3500 series, con agua destilada (un termostato y un medidor de pH).
Como el buffer resulto ser ligeramente mayor a 5.5, se uso acido clorhidrico en
campana. Hasta alcanzar el pH deseado. De ahi se completé el volumen con agua.

En el caso del buffer de pH 7.5 se mezclaron 1.1098 g de cloruro de calcio
(CaCly), 11.688 g de cloruro de sodio (NaCl) y 4.8456 g de
tris(hidroximetil)aminometano en un medio de 400 ml de agua destilada. De ahi se
midié el pH del buffer y, finalmente, se adicionaron 2% (p/v) de albumina sérica
bovina (BSA, siglas en inglés), el cual se disuelve solo a un pH de 7. Se dejé
agitando lentamente, sin formarse burbujas. Similar al buffer anterior, se complet6
el volumen con 100 ml adicionales de agua destilada.

Las muestras de un peso aproximado de 8.3 mg fueron sumergidas en un
medio de 25 ml de estos buffers, dentro de un tubo Falcon de 50 ml. Para ello, se

tuvieron tres réplicas de cada muestra. La evaluacion de la absorcion se realizo
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mediante el pesado periddico de las muestras tras retirarlas cuidadosamente de la
solucion, a intervalos de 10, 30, 60, 180, 360 y 1440 minutos. De manera que, el

perfil de hinchamiento porcentual fue calculado usando la siguiente ecuacion:

P;

i

B
Perfil de hinchamiento% = — x 100

Donde B,, representa el peso de las muestras hinchadas en los respectivos
tiempos, mientras que P; hace referencia al peso seco o inicial del aerogel
liofilizado. (Elgegren et al., 2023)

3.14. Liberacion de componentes fenolicos

Para evaluar la liberacion del farmaco o de los componentes fendlicos
incorporados en los aerogeles liofilizados, se extrajo 1 ml del solvente de la prueba
de hinchamiento en cada medicion. Para mantener constante el volumen total del
sistema y no afectar la dinamica de absorcion, se afiadié simultaneamente 1 ml del
buffer correspondiente. Sin embargo, el periodo de tiempo en los que se evaluo la
liberacion de los componentes fendlicos vario de 10, 30, 360 y 1440 minutos.

Las muestras fueron analizadas en un espectrofotometro UV-VISIBLE,
marca Thermo Scientific, modelo Genesys 50, el cual registra la absorbancia de
compuestos en un rango de 190 a 1100 nm, lo que lo hace adecuado para el analisis
de sustancias organicas e inorganicas presentes en solucion. El volumen extraido
de cada tubo Falcon de 50 ml fue colocado en celdas espectrofotométricas, las
cuales se introdujeron en el compartimento interno del equipo. Primero se realizé
una medicion del blanco, el buffer, para descartar esos picos y establecer una linea
base. A continuacion, se procedio con las mediciones de absorbancia de cada

muestra en los tiempos establecidos. Midiéndose a una longitud de onda de 290 nm
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para el pico de catequina (Latos et al., 2023), 306 nm para el de resveratrol (National
Toxicology Program, 2021) y 430 para el de curcumina (Jha et al., 2016).

3.15. Capacidad de antioxidante

En este caso se analizo la capacidad de antioxidante de las muestras con la
prueba de ABTS. Para ello se disolvieron, en 10 ml de agua, 0.038 g de ABTS, a
una concentracion de 7 mM, y 0.0066 g de persulfato de potasio, a una
concentracion de 2.45 mM. Posteriormente, se fue disolviendo en etanol (EtOH)
hasta lograr una absorbancia de 0.700 + 0.020 a 734 nm de longitud de onda (Re et
al., 1999). Para calcular el porcentaje de inhibicidon, el ensayo se repitio tres veces
y se calcul6 su valor promedio, empleandose la ecuacion:

Abs — Abs
Inhibicacion% = control muesira 100
AbScontrol

Donde Abs oniro; Fepresenta la absorbancia inicial; mientras que AbSyestra

el valor de las absorbancias de las muestras. (Elgegren et al., 2023)
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Cultivo de CB

Tras disponerse las SCOBYs madres en la base de cada vaso, se inicio el
proceso de cultivo estatico de la celulosa bacteriana. Como se aprecia en la Figura
25, los vasos contenian los cuatro segmentos previamente cortados y ubicados de
manera uniforme para garantizar un crecimiento homogéneo. Este procedimiento
permitid mantener condiciones controladas y facilitar la formacion de membranas

de CB en la superficie del medio del cultivo.

Figura 25. Disposicion de los cuatro segmentos de CB.
Elaboracidn propia.

Se estableci6 un periodo de incubacion de 9 a 10 dias, tiempo estimado para
llegar al grosor minimo deseado de 1 cm, considerado adecuado para su posterior
manipulacion y caracterizacién (Cabafias et al., 202). En la Figura 26, se evidencia
que al inicio del cultivo los segmentos de las SCOBYs madre se encuentran intactas
y sin formacion visible de la biomasa, ya que esta se desarroll6 como una capa
gelatinosa en crecimiento al cabo de 7 dias. Finalmente, al llegar al tiempo maximo

de incubacion, se obtuvo una biopelicula con un espesor cercano a lo deseado.
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C

Figura 26. Cultivo a partir de distintas muestras de SCOBY.
(A) Inicio del cultivo, (B) al cabo de 7 dias, (C) tras 9 dias.
Elaboracion propia.

Dado que este lapso de tiempo fue consistente en los cuatro vasos
precipitados, podemos inferir que, al cultivar bajo condiciones idénticas, se
obtienen resultados similares, independientemente del grosor inicial de la SCOBY.
Esto sugiere que el crecimiento de una SCOBY “hija” no esta influenciado por el
grosor del cultivo previo en el mismo recipiente, sino mas bien por su grado de

inclinacion. Ya que, estaria empujando a la nueva SCOBY que se estad formando,

generando un espacio entre la “madre” y el medio de cultivo.

Figura 27. SCOBY inclinado en el cultivo.
Elaboracién propia.
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4.2. Blanqueamiento de CB

El proceso de blanqueamiento aplicado produjo resultados notables,
evidentes incluso a simple vista. Esta transformacion no solo mejoro la apariencia
estética del material, sino que también incrementd significativamente su
transparencia, un factor crucial para los objetivos de esta investigacion. La mayor
visibilidad a través del aposito representa un avance considerable en el contexto de
los fines perseguidos por esta tesis. En efecto, uno de los propositos fundamentales
en el disefio de estos apdsitos es minimizar el trauma al paciente durante el proceso
de desbridamiento. Para lograr este objetivo, es imperativo que el material permita

una clara visualizacion de la herida subyacente.

A B

Figura 28. Blanqueamiento de CB.
(A) Tras agitacion con NaOH,
(B) después del lavado final.
Elaboracidn propia.

4.3. Analisis del peso neto de CB

(Muestra1]  (Muestra 2] (Muestra1) (Muestra 2)

A B

Figura 29. Muestras de CB blanqueadas. (A) CB hidratada y (B) CB seca.
Elaboracion propia.
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Los resultados en la Tabla 6 revelaron informacién sobre la composicion de
las muestras analizadas. Estos datos corresponden a los pesos constantes obtenidos
después de un periodo de tres dias posteriores al segundo pesaje. El cual, se realizé
tras someter las muestras a un proceso de secado en horno durante 72 horas.

Tabla 6
Pesos de la CB.
Muestra P (9) 1°P;(g)  Peso neto (%)

Muestra 1 4.83 0.13 2.83
Muestra 2 5.58 0.15 2.78
Muestra 3 4,16 0.11 2.87

Nota. Elaboracion propia.

Una vez obtenidos los pesos de cada muestra, se realizo el calculo del peso
neto. Posterior a ello, estos valores se organizaron en la Tabla 6, con el fin de

facilitar su analisis. Finalmente, se procedio a determinar el valor promedio.

2.83 +2.78 + 2.87
3

Promedio del peso neto (%) =

En donde se obtuvo un 2.8% como peso neto promedio de la CB, valor que
se utilizé para ajustar las concentraciones de SA y CS. De modo que, el 97.2%
corresponde al componente liquido interno. Ello es respaldado por otras
investigaciones, en donde se menciond que los enlaces de hidrégeno también son
responsables de la union de las moléculas de agua dentro de la estructura del CB.
Asimismo, se destaco que el contenido neto de la celulosa es de aproximadamente
2%, mientras que el resto, 98%, corresponde a agua (Girard et al., 2024).

4.4. Preparacion de membranas de CB-CS

Recordemos que se elaboraron seis membranas con distintas proporciones de

celulosa bacteriana y quitosano, con el objetivo de evaluar cémo varia su
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comportamiento en funcion de la composicion. La membrana 1 (M1) fue preparada
exclusivamente con 25 ml de CS. A partir de M2, se incorporé CB en incrementos
de 5 ml por muestra, reduciendo el volumen de CS. De modo que, la membrana 2
contenia 5 ml de CB con 20 ml de CS; la membrana 3, 10 ml de CB con 15 ml de
CS; lamembrana 4, 15 ml tanto de CB como CS; membrana 5, 20 ml de CB con 10
de CS; y, finalmente, la membrana 6 compuesta de 25 ml de CB.

Sin embargo, se observé una variacion cromatica en las membranas, tal como
se puede apreciar en la Figura 30. Ello se atribuye a la composicion, en el caso de
la membrana 1 el quitosano es casi incoloro o ligeramente blanquecino, en contraste
con las demas (Sun et al., 2017). A medida que vamos incrementando la presencia
de la CB vemos la diferencia en la coloracién, destacando las membranas 2, 3y 4.

Por el contrario, la membrana 6 exhibié una coloracién marron clara, la cual
es atribuida al medio de cultivo, té rojo. Ya que, durante el proceso de fermentacion,
la red tridimensional de nanofibras de la CB atrapd los compuestos fendlicos y
flavonoides solubles del té. Los cuales actian como cromdforos, permitiendo la
pigmentacion caracteristica. (Dufresne y Farnworth, 2000; Tsuru et al., 2021)

En base a ello, podemos inferir que la coloracién rojiza de las membranas 2,
3y 4 se da en consecuencia a la proporcion relativa entre la CB y CS. De tal manera,
que estaria influenciada por los compuestos fenolicos y flavonoides atrapados en la
CB. Adicionalmente, aunque la fuente principal de color son los compuestos del té,
no se descarta que el pH acido del cido acético, empleado en la formulacién de
CS, pueda influir en la tonalidad final de las membranas (Jongjit y Pathavuth, 2021).

Ello puede explicarse por el fenémeno de halocromismo de los compuestos
polifendlicos atrapados en la red (Khoo et al., 2017). Dado que, los componentes

fenolicos y flavonoides al estar expuestos a un entorno de pH &cido adoptan
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predominantemente la forma de cation flavilio. La cual, es caracterizada por una

intensa coloracion en el espectro del rojo. (Rosales et al., 2024)

Figura 30. Membranas de celulosa bacteriana con quitosano. (A) Tras mezcla
de CB licuada con CS agitado y (B) al cabo de 3 dias en el horno.
Elaboracién propia.

Aunque se considero el uso de CS al 3%, observamos en otros estudios que
al emplear un 2% hubo un aumento en la resistencia a la traccion. Sin embargo, esta
disminuy6 al utilizar un porcentaje del 3%, atribuyendo este fendmeno a la
separacion de fases entre los componentes. Por ello, tras tenerse las 6 membranas y
al intentarse extraerlas de la placa Petri, fue evidente notar la fragilidad de estas.

Cuando el quitosano estaba mas concentrado que la CB, los cationes del
grupo amino (NHs+) en el quitosano tienen dificultades para formar enlaces
hidrégeno con el grupo hidroxilo (OH) de la CB. Esto resultaba en la formacion de
mas enlaces intramoleculares que intermoleculares. Ademas, se observd que el
alargamiento a la rotura fue disminuyendo a medida que aumentaba el porcentaje
de quitosano. Esto se debi6 al incremento de los enlaces de hidrégeno y a la

reduccion de los espacios entre las fibras de CB, limitando asi el movimiento entre
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las fibras y resultando en una mayor fragilidad en las membranas con un mayor

porcentaje de quitosano. (Indriyati et al., 2021)

Figura 31. Membranas de CB y CS Ivadas con NHz al 1%.
Elaboracion propia.

4.5. Preparacion de aerogeles de CB con polimeros bioactivos

Estos aerogeles liofilizados se caracterizaron por poseer distintas capas. Para
ello tenemos dos grupos, con 5 muestras cada uno. El primer grupo esta conformado
de tres capas (CB-SA / CS / CB-SA), variando la proporcion de CB-SA. En el
aerogel 1 se utiliz6 Gnicamente SA, el aerogel 2, emple6 una proporcion CB-SA de
1:2; el aerogel 3, de 1:1; el aerogel 4, de 2:1; y el aerogel 5, exclusivamente de CB.

Al cabo de las 72 horas de la liofilizacién se obtuvieron los aerogeles capa
por capa conformados por CB-SA y CS al 2.8% (p/v). La Figura 32 presenta los
aerogeles con una estructura de tres capas, en donde se puede ver un claro contraste,
al inicio se ven traslicidas y ligeramente rigidas. Sin embargo, al ser liofilizados la

estructura se vuelve mas definida con una textura porosa evidente.
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[Aerogel 1 ][Aerogel 2 ][Aerogel 3 ][Aerogel 4 ][ Aerogel 5]

===l CB + SA + CaCl, A

—p cs

# CB + SA + CaCl [Aerogel 1 ][Aerogel 2 IAerogeI 3 ][ Aerogel 4][Aerogel 5 ]
2

SA CB-SA CBSA  CBSA cB
(1:2) (1) (1)

Figura 32. Muestras capa por capa de tres capas.
(A) Muestras congeladas y (B) aerogeles liofilizados.
Elaboracion propia.

Por otro lado, el segundo grupo fue de cuatro capas (CS/CB-SA/CS/CB-
SA). Variando la proporcion de CB-SA, del mismo modo que en el grupo 1. En el
aerogel 1 se solo se empled SA; el aerogel 2, presentd una proporcion CB-SA de
1:2; el aerogel 3, de 1:1; el aerogel 4, de 2:1; y el aerogel 5, Gnicamente de CB.

Esta segunda distribucion presenta las mismas caracteristicas que la Figura
32. Aunque tras liofilizar las muestras se percibi6 una mayor rigidez,
probablemente por la incorporacién de una segunda capa de quitosano. Lo cual,

confiere una mayor cohesion superficial y de volumen.
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[Aerogel 6 IAerogeI 7][Aeroge| 8 IAerogeI 9 ][ Aerogel 10 ]

—

s== CB + SA + CaCl;
ﬂ CS A
===l CB + SA + CaCl,
[Aerogel 6 ][Aerogel 7 IAerogeI 8 ][ Aerogel 9][Aer09el 10]

u_’ cs

B

SA CB-SA CB-SA CB-SA CB
1:2) (1:1) (2:1)

Figura 33. Muestras capa por capa de cuatro capas.
(A) Muestras congeladas y (B) aerogeles liofilizados.
Elaboracion propia.

4.6. Medicidn del espesor de las membranas

Dado que las membranas no eran liquidas en su estado inicial, lograr un
grosor homogéneo resultd dificil. Es evidente que los grosores varian a pesar de que
se realizaron mediciones en las zonas centrales de las membranas, ya que al evaluar
los bordes se observo que éstos eran mas delgados. No obstante, fue imposible
tomar medidas de la membrana 6 compuesta por 0 ml de CS 'y 25 ml de CB, debido
a que la membrana se adhirié firmemente a la placa Petri, lo que dificultd su
extraccion y provoco que se fragmentara con facilidad al intentar separarla.

El andlisis del espesor de las membranas, cuyos resultados se detallan en la
Tabla 7, reveld una correlacion no lineal entre la composicion de las membranas y
su grosor final. Se observo una tendencia inicial de incremento en el espesor al
incorporar CB a la matriz de CS. Llegando a alcanzar su punto maximo en la

membrana 3 (15 ml CS — 10 ml CB) con un promedio de 169.3 + 1.7 um.



o1

Este incremento se debi6 al papel de la CB como agente de carga y
estructurante. Como mencionaron Tran et al. y Lin et al. (2013), las nanofibras de
CB se integran en la matriz de CS, creando una red tridimensional compleja y
voluminosa. Lo que favorece a una estructura mas robusta capaz de retener su
volumen de manera mas efectiva durante el secado, evitando asi un colapso.

Sin embargo, al continuar aumentando la proporcién de CB, la tendencia se
invirtio, resultando en una disminucion progresiva hasta llegar a su punto mas bajo
con lamembrana 5 (5 ml CS — 20 ml CB), con un espesor de 97.4 + 4.2 um. En este
caso, el decremento en el grosor de las membranas al reducirse el CS sugiere que
este es parte fundamental para la integridad estructural de la membrana. Dicha
disminucion de CS vuelve insuficiente a la matriz polimérica para poder soportar y
mantener dispersa la creciente cantidad de fibras de celulosa. Lo que conlleva a un
colapso de la red durante la evaporacion del solvente, dando lugar a una estructura
mas compacta, densa y, por consiguiente, mas delgada. (Liu et al., 2024)

Tabla 7

Medidas de los espesores de las membranas.

M1 (pm) M2 (um) M3 (um) M4 (pm) M5 (pum)
25mICS— 20mICS— 15mICS— 10mICS—- 5mICS-
0mlCB 5ml CB 10miCB  15mICB  20mlCB

126.0 158.0 172.1 131.5 90.2
144.0 148.0 165.2 158.5 84.5
125.7 159.9 172.1 146.0 104.5
126.4 148.0 165.2 1541 103.2
143.7 144.2 172.1 146.0 104.5

Promedio de medidas de espesor

133.2+44 151.6x3.1 169.3+ 1.7 1472 £ 4.6 974472
Nota. Elaboracion propia.

4.7. Analisis del &ngulo de contacto

Para la determinacion de la hidrofilicidad es necesario realizar un analisis del

angulo de contacto. Si el angulo resulta ser inferior a 90°, se considera que las



52

peliculas son hidrofilas e higroscdpicas. En cambio, si el &ngulo supera los 90°, se
clasifican como superficies hidrofobas (Zhao et al., 2017).

Los resultados demostraron una correlacion directa entre el aumento de CB y
el incremento de la hidrofilicidad, reflejado en la disminucion del angulo de
contacto. Como podemos apreciar, la hidrofilicidad vario desde 86.6 + 0.8° hasta
23.3 £ 0.0°. La M1, compuesta por CS, mostré el mayor angulo de contacto,
presentando una mojabilidad moderada. Sin embargo, la adicién de 5 ml de CB
(M2) provocé un descenso del angulo de contacto a 42.3 £ 1.1°. Este efecto se debe
a la naturaleza intrinsecamente hidrofilica de la celulosa bacteriana, cuya estructura
densa de grupos hidréxilo (-OH) facilita la interaccion con las moléculas de agua
(Frone et al., 2018). Pese a presentarse una inflexion (M4) se puede ver que la

secuencia general se mantiene al tener un angulo de 23.3 + 0.0° en la membrana 5.

Tabla 8

Medidas promedio de los &ngulos de contacto de las membranas.
M1 () M2 (°) M3 (°) M4 (°) M5 (°)
I D I D I D I D I D

83.2 834 36.7 39.6 302 236 456 439 244 226
83.1 834 36.7 39.6 302 235 456 439 244 225
83.1 833 36.7 396 299 235 455 439 243 225
83.1 834 366 395 300 235 455 439 243 224
83.2 836 36.2 39.6 30.1 236 455 439 244 224
90.5 889 506 434 301 237 392 37.0 243 224
90.7 89.7 50.1 431 301 237 392 36.7 242 223
90.7 873 49.7 425 300 237 393 36.7 243 223
90.7 89.8 49.0 422 768 863 393 36.7 240 222
90.6 89.7 509 440 773 899 393 368 241 222
Promedio de los angulos
86.6+08 423zx1.1 38.0+5.2 41.4+0.8 23.3+0.0
Nota. Elaboracion propia.

Esta tendencia se corrobora de manera visual en la Figura 34. Donde se puede

apreciar que la gota de agua sobre la membrana de CS (M1) mantiene una forma
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semiesférica, indicativa de un angulo de contacto elevado. Mientras que a medida
que se incorpora mayor proporcion de CB, se ve un aplanamiento en la gota,
perdiendo tensién superficial y denotando una mayor mojabilidad.

Al contrastar estos resultados con la literatura, vemos que en el estudio de Da
Silva (2015) se report6 que las membranas de CB, tras ser sometidas a un proceso
de purificacion o blanqueamiento, exhibieron mayor hidrofilicidad. De modo que,
obtuvieron angulos de contacto entre 26.70° y 32.55°. Mientras que, en este caso

los rangos variaron entre 26.235° y 86.178°.

C

Figura 34. Angulo de contacto. (A) Membrana 1 de 25 ml CS con 0 ml CB,
(B) membrana 2 de 20 ml CS con 5 ml CB y (C) membrana 4 de 10 ml CS
con 15 ml CB.

Elaboracion propia.

4.8. Estudios de FTIR

Para comprender mejor el analisis, es importante recordar la composicién de
cada membrana. La membrana 1 contiene Unicamente 25 ml de CS, mientras que la
M2 se conform6 de la proporcion CB-CS de 1:4 (5 ml de CB con 20 ml de CS). Por
otro lado, la M3 se prepar6 con una proporcion de 2:3; la M4 con 3:2; la M5 con

4:1y, finalmente, la membrana 6 se constituy6 de 25 ml de CB.
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En los espectros correspondientes a las membranas 2 a 5 se pueden apreciar
los picos caracteristicos de una membrana de CB, siendo estos mas especificos
mientras mas concentracion de CB tengan. Como podemos observar todos
concuerdan en tener un pico superior a 3000 cm™, resaltando el estiramiento de
hidroxilo (OH); los picos en el rango entre 3000 cm™y 2700 cm™ son conformes al
estiramiento de CH. Mientras los demas estan cercanos a 1600 cm™ representando
el estiramiento asimétrico de metileno (CH>), alrededor de 1400 cm™ se tiene la
deformacion angular de CH y deformacién de CHa. Asimismo, se aprecio picos a
1000 cm™ conforme al estiramiento simétrico de CO de alcohol primario y COO.

Estas bandas de absorcion asociadas con los grupos mencionados identifican
una celulosa bacteriana pura. Lo que garantiza la pureza de las membranas
producidas en este proyecto utilizando un medio de té rojo. Similar a los resultados
obtenidos en otros articulos donde experimentan con diversos medios de cultivo
como el té verde (Medeiros et al., 2023), HS (Maulana et al., 2021) o con
membranas de CB tratadas con polimeros como el polietilenglicol (Fatima et al.,

2023) o con monosacaridos como glucosa (Fuller et al., 2018).
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Figura 35. Espectros de FTIR de membranas CB-CS.
Elaboracion propia.
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Por otro lado, tenemos a los espectros de aerogeles capa por capa que
muestran picos en regiones similares. Dado que, queremos evaluar su composicion,
se analizard una porcion de cada capa. Para ello, recordemos que estos aerogeles
fueron preparados con diferentes proporciones: la capa 1 contiene 30 ml de SA; la
capa 2, 10 ml de CB y 20 ml de SA (CB-SA 1:2); lacapa 3, 15 ml de CB y 15 ml
de SA (CB-SA 1:1); y las capas 4 y 5 invierten las proporciones anteriores. Mientras
que, la capa 6 estd compuesto Unicamente por CS.

Al inicio vemos una banda ancha superior a 3000 cm™, correspondiente al
estiramiento de hidroxilo (OH), caracteristico tanto en la CB como en SA.
Asimismo, se ven bandas entre 1600 y 1800 cm™, las cuales suelen asociarse con
vibraciones de enlaces carbonilo (C=0). Finalmente, se pueden observar bandas
entre 1000 y 1200 cm™, atribuidas a vibraciones de enlaces CO. (Li et al., 2021)

En cuanto al espectro FTIR del CS, vemos similitud en la banda ancha inicial,
el cual se debe a la presencia de OH y amino (NH>). Ademas, se apreciaron bandas
de carbonilo y CO (Drabczyk et al., 2020). Similar al caso de las membranas,
obtenemos que el pico més pronunciado en el estiramiento de grupo OH
corresponde a la capa 6 (CS). En el estiramiento de los grupos CH se ven picos bien
definidos en las capas 4 (CB-SA 2:1), 5 (CB) y 6 (CS); mientras que la capa 1 casi

no muestra absorcion, lo que sugiere un bajo contenido alifatico.
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Figura 36. Espectros FTIR de las capas de aerogeles liofilizados capa por capa.
Elaboracion propia.
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Consecutivamente, se realizo el andlisis de los espectros FTIR a los aerogeles
sonicados y liofilizados con compuestos fenolicos. Iniciamos esta etapa con el
grupo de celulosa bacteriana con quitosano (CB-CS). La formulacion de estas
muestras vario segun el compuesto fenoélico incorporado.

El aerogel 1 se compuso por 8 ml de CS, 2 ml de CB y 2 ml de agua destilada,
a la cual procedemos a llamar CB-CS. En el aerogel 2 el agua fue reemplazada por
2 ml de catequina (CB-CS-CT). De forma similar, el aerogel 3 incorpor6 2 ml de
curcumina (CB-CS-CUR), mientras que el aerogel 4 contenia 2 ml de resveratrol
(CB-CS-RSV), todos con la misma base de CS y CB. Por otro lado, se prepard un
aerogel control compuesto Unicamente por 10 ml de CS y 2 ml de agua destilada,
sin la adicion de celulosa bacteriana ni compuestos fendlicos (CS).

En la regiéon comprendida entre 3200 y 3600 cm™, correspondiente al
estiramiento vibracional de grupos hidroxilo (OH) y aminas (NH2), se observo una
disminucion considerable en la transmitancia para los aerogeles con compuestos
fenolicos, en especial para la muestra con resveratrol. Esta reduccién indica una

mayor absorcidon de la radiacion infrarroja en dicha regidn. Lo cual puede atribuirse
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a la formacion de enlaces de hidrogeno entre los grupos funcionales de los fenoles
y las cadenas poliméricas de CB y CS.

Asimismo, en la zona entre 2800 y 3000 cm™, correspondiente a los
estiramientos de los enlaces CH alifaticos, se identificaron picos discretos en todas
las muestras con fenoles. Si bien son de menor intensidad, estos picos indican una
contribucion leve de estos grupos a la estructura final. Por si parte, la muestra CB-
CS present6 menor intensidad en esta region, lo que confirma que estos picos estan
relacionados con la presencia de los compuestos fendélicos.

En la region de 1400 a 1700 cm™, que corresponde a las vibraciones de
estiramiento de dobles enlaces carbono-carbono aromaéticos (C=C) o grupos
carbonilo (C=0), se evidencié una mayor intensidad en las muestras con curcumina
y resveratrol. Por otro lado, en la region de 1000 a 1100 cm™, atribuida a los
estiramientos CO caracteristicos de alcoholes, éteres y enlaces glucosidicos, se
registraron picos intensos en las muestras con resveratrol, catequina y curcumina.

En contraste, el aerogel CB-CS mostrd picos mas suaves.
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Figura 37. Espectros FTIR de aerogeles de CB-CS con compuestos fendlicos.
Elaboracidn propia.
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De manera analoga a lo descrito para los aerogeles formulados con CS, se
prepararon aerogeles de CB-SA, utilizando la misma estrategia de sustitucion del
componente fendlico. Cada formulacion incluyé 8 ml de SA, 2 ml de CB y 2 ml del
respectivo compuesto (agua destilada o componente fenélico). Ademas de una
muestra control a base de 10 ml de SA y 2 ml de agua destilada.

Los espectros FTIR revelaron bandas de absorbencia similares en la region
de 3200-3600 cm™, asociadas a los grupos -OH de la celulosa bacteriana y el
alginato de sodio, y en la region de 1600-1700 cm™, correspondientes a los grupos
C=0 del alginato de sodio. Estas bandas fueron comunes en todos los aerogeles y
en el control, lo que indica la presencia de estos grupos en todas las muestras. Sin
embargo, CB-SA-CT, CB-SA-CUR, CB-SA-RSV mostraron diferencias en la
region de 1500-1600 cm™, atribuidas a los grupos C=C en anillos aromaticos de los
fenoles. Estas diferencias sugieren interacciones especificas y la matriz de CB-SA.
En particular, el CB-SA-CT present6 una absorcién mas intensa en esta region, lo

que podria indicar una mayor interaccién entre la catequina y la CB.

3369 1612 1029
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——CB-SA-RSV ——SA

Figura 38. Espectros FTIR de aerogeles de CB-SA con compuestos fenolicos.
Elaboracion propia.
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Todos los espectros concuerdan en tener picos superiores a 3000 cm™,
correspondientes al -OH que estd presente en la CB, CS, SA, catequina y
resveratrol, entre 2700 y 3000 cm™ caracteristico del grupo -CH del CB, CS,
catequina y curcumina. Los demés enlaces de CH,, CC y CO fueron comunes en
CB, CS, SA, catequina, curcumina, resveratrol. Aunque el CH estuvo presente en
todos menos en aquellas muestras con SA. (Atykyan et al., 2020; Drabczyk et al.,

2020; Castro et al., 2021; Yaneva et al., 2020; Md Saari et al., 2020; Lin et al., 2020)

4.9, Estudios de DSC

Para evaluar la estabilidad térmica junto a las interacciones moleculares
dentro de las muestras, se empled el estudio de DSC. Siendo fundamental para
comprender como los polimeros bioactivos o los componentes fenolicos afectan las
propiedades del material final. No obstante, en este estudio nos enfocamos en las
muestras que presentan mas homogeneidad como son los aerogeles liofilizados de
capa por capa Yy las sonicadas que incluyen componentes fendlicos.

Similar al estudio FTIR el portamuestras era pequefio, por lo que se tomaron
pequefias porciones de cada capa. Se prepararon seis formulaciones en donde la
capa 1 consistié exclusivamente en 30 ml de SA. Las siguientes capas incluyeron
CB en diferentes proporciones: la capa 2 presentd una proporcién CB-SA de 1:2
(10 ml de CB y 20 ml de SA); la capa 3, CB-SA de 1:1 (15 ml de CB y 15 ml de
SA); lacapa4 invirtié la proporcion de la capa 2 (CB-SA 2:1); y la capa 5 se prepar6
solo con 30 ml de CB. Finalmente, la capa 6 fue compuesto Unicamente por CS.

La capal (SA entrecruzado con CaCly) evidencio que cuando se esta por
debajo de los 180 °C hay una pérdida de peso en la muestra, ello se debe a la

evaporacion de la humedad en las perlas. Asimismo, se puede apreciar que el punto
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de inicio para la descomposicion se desplazd a 185 °C (Yang et al., 2018). Aunque
también se muestra un pico endotérmico entre 150 y 160 °C, ademas de uno
exotérmico entre 240 y 250 °C (Premjit et al., 2024).

Por su parte, vemos un desplazamiento entre los picos de las capas 2 al 5. Ello
se debe al incremento de CB. De modo que, a menor concentracion de SA, el pico
endotérmico va posicionandose entre 100 y 150 °C. (Soerio et al., 2021)

Recordemos que la CB ha sido tratada con anterioridad con NaOH para poder
ser blanqueada. Si la CB estuviera en su forma nativa encontrariamos un pico
endotérmico alrededor de 120 °C, lo cual se podria relacionar con la temperatura
de fusion cristalina del polimero. Sin embargo, ante el tratamiento quimico este
pico tiende a decrecer, alterando la fase cristalina. (Johnsy et al., 2005; Stanistawska
et al., 2020; Soerio et al., 2021)

Por otro lado, en el caso de la capa 6 (CS) se puede apreciar que la forma del
termograma corresponde a una curva de los oligdbmeros del CS. Lo cual era
esperado tras el proceso de liofilizacion. En donde el pico de fusion se detecto cerca

de 100 °C. (L6pez et al., 2018; Estrada et al., 2020; Shabani et al., 2016)

Exo |

Flujo de calor (mwW/mg)

260 240 220 200 180 160 140 120 100 80 60
Temperatura (°C)

——Capa 1 (SA) ——Capa 2 (CB-SA 1:2) ——Capa 3 (CB-SA 1:1)
——Capa 4 (CB-SA 2;1) =====Capa 5 (CB) = Capa 6 (CS)

Figura 39. Termogramas DSC de aerogeles liofilizados capa por capa.
Elaboracidn propia.
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Del mismo modo, se realiz6 el analisis a los aerogeles liofilizados con
componentes fendlicos con la finalidad de evaluar el efecto de la incorporacién de
los diferentes fenoles con los polimeros bioactivos. Para ello, se disefié una matriz
de quitosano y celulosa bacteriana, con una formulacién base designada como CB-
CS, compuesta por 8 ml de CS, 2 ml de CB y 2 ml de agua destilada.
Posteriormente, se reemplazé el agua por fenoles como catequina (CB-CS-CT),
curcumina (CB-CS-CUR) y resveratrol (CB-CS-RSV). Adicionalmente, se prepard
una segunda muestra control conformada Unicamente por 10 ml de quitosano y 2
ml de agua destilada, la cual fue denominada CS.

Cabe destacar que a diferencia de la capa 6 (CS), de los aerogeles
anteriormente analizados, la muestra de CS (con agua destilada) incluye un proceso
de sonicacion previo a la liofilizacion. Por lo que, se necesario analizar si la
sonicacion produjo alguna alteracion o no en la estabilidad térmica. Por ello, se ve
que en aquellos aerogeles que contienen agua destilada, las capas 1y 6, el primer
pico térmico (cerca de 100 °C) es méas pronunciado debido a la evaporacion del
agua retenida en la matriz (Ostadhossein et al., 2015). La degradacion térmica de
estos apositos ocurre a temperaturas relativamente altas.

En contraste, el aerogel con catequina presenta una menor liberacion de calor
en aproximadamente 100 °C. Lo que, indica que CAT interactla con la matriz
polimérica de una manera diferente, influyendo de alguna manera en su perfil de
liberacién controlada. Por otro lado, la temperatura de degradacion sugiere que
estas formulaciones poseen una buena estabilidad térmica, pudiendo ser viables
para la liberacion sostenida de compuestos bioactivos (Ahmad et al., 2019).

En el caso de la muestra que contienen curcumina, se observé un primer pico

térmico asociado a la pérdida de agua absorbida, lo que sugiere una fuerte
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interaccion entre la curcumina y la matriz polimérica. La intensidad de este pico
indica que la curcumina favorece la hidratacion del material, lo que podria ser
beneficioso en aplicaciones donde la retencion de humedad es un factor clave. En
cuanto a la degradacion térmica, esta ocurre en un rango de temperatura moderado,
sugiriendo que la curcumina no afecta significativamente la estabilidad térmica del
aposito. Aunque sea notorio una caida del flujo de calor alrededor de 200 °C (Chen
et al., 2022; Ghaffari et al., 2016).

Por otro lado, el aerogel con resveratrol presentan un comportamiento térmico
diferenciado en comparacion con la curcumina. La absorcion de calor en la primera
etapa es menor, lo que indica una menor interaccion con la matriz polimérica vy,
posiblemente, una menor capacidad de hidratacién. La degradacion térmica del
material ocurre en un rango similar al de las formulaciones con catequina, lo que
sugiere una estabilidad comparable entre ambos compuestos bioactivos. Aunque
muestra el inicio de un pico exotérmico alrededor de los 250 °C (Hao et al., 2015).

Finalmente, la formulacion con solo CS o SA sin celulosa bacteriana (CB)
presentd un comportamiento térmico diferenciado. Se identificaron transiciones
térmicas y una degradacion a temperaturas distintas en comparacion con las
formulaciones que contienen CB. Esto sugiere que la celulosa bacteriana juega un
papel importante en la estabilidad térmica del material, lo que refuerza su

importancia dentro de la formulacion del aposito.
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Exo |

Flujo de calor (mW/mg)

| | | | | | | | | | |
260 240 220 200 180 160 140 120 100 80 60
Temperatura (°C)

== CB-CS CB-CS-CT ——CB-CS-CUR
——CB-CS-RSV ==—=CS

Figura 40. Termogramas de aerogeles CB-CS con componentes fendlicos.
Elaboracion propia.

De manera analoga se cambid la matriz base por alginato de sodio,
disefidndose una segunda serie de aerogeles liofilizados. En donde se establecid
como formulacion de referencia CB-SA, compuesta por 8 ml de SA, 2 ml de CBy
2 ml de agua destilada. A partir de ella, se reemplazé el agua por compuestos
fenolicos obteniendo CB-SA-CT, CB-SA-CUR y CB-SA-RSV. Finalizando con un
aerogel de 10 ml de alginato de sodio y 2 ml de agua (SA). En general se pueden
apreciar resultados similares. No obstante, los termogramas que presentaban SA
tenian picos exotérmicos. Los cuales son caracteristicos de la degradacion térmica

del biopolimero (Premjit et al., 2024; Yang et al., 2018).

Exo |

Flujo de calor (mW/mg)

240
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
260 240 220 200 180 160 140 120 100 80 60
Temperatura (°C)
== CB-SA CB-SA-CT ——CB-SA-CUR

——CB-SA-RSV ====SA

Figura 41. Termogramas de aerogeles CB-SA con componentes fendlicos.
Elaboracion propia.
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4.10. Analisis del SEM

Se evaluaron los tamafios de poro en cada muestra, expresados como rangos
minimos y maximos (um), a partir del analisis visual de las micrografias obtenidas.
Para ello se dispusieron de 2 columnas, la primera muestra la medida de los poros
y la segunda, una zona donde los poros son homogéneos. Aunque hubieron
aerogeles que no muestran una media por fallos técnicos al momento de la toma de
la imagen. Del mismo modo que en el analisis de FTIR y DSC se dispuso de un
pequefio portamuestra. Para el caso de los aerogeles de capa por capa se tomaron
porciones de cada capa: Capa 1 compuesta por SA; capa 2, CB-SA de 1:2; capa 3,
CB-SA de 1:1; la capa 4 invirtio las proporciones de la capa 2; la capa 5 estuvo
conformada Unicamente por CB; mientras que la capa 6, por CS.

Para el primer analisis se evaluaron las capas 1 y 2. Sin embargo, el tamafio
del poro de la primera capa no se pudo conseguir debido a que estos eran mas
alargados horizontalmente que verticalmente. Por otro lado, la capa 2 mostrd un

rango de tamafio de poro que vari6 desde los 42.63 um hasta los 329.9 um.

A

Figura 42. Imagenes de SEM de aerogeles capa por capa.
(A) Capa 1y (B) capa 2.
Elaboracién propia.



65

De la misma manera, la capa 3 mostré un rango de poro de 43 um a 204.9
pum. Mientras que la capa 4 present6 un rango ligeramente mas estrecho (54.16-195
um). Ambas muestras tienen una estructura porosa bien definida, aunque la capa 4,
al mostrar un umbral minimo mas alto, sugiere una mayor uniformidad en la

formacion de su matriz. (Revin et al., 2020)

A

Figura 43. Iméagenes de SEM de aerogeles capa por capa.
(A) Capa 3y (B) capa 4.
Elaboracién propia.
Asimismo, la capa 5 mostrd un rango mas uniforme. Presentando poros con

medidas entre 46.27 um a 236.2 um (Bhagyaraj y Krupa, 2020). No obstante, no se

pudieron medir los poros de la capa 6 debido a un fallo técnico.
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Figura 44. Iméagenes de SEM de aerogeles capa por capa.
(A) Capa 5y (B) capa 6.
Elaboracion propia.

A continuacion, se prosigui6 con el analisis de los aerogeles que incluyeron
los compuestos fendlicos. Iniciamos con el grupo compuesto por el quitosano como
polimero bioactivo de base. Teniéndose las muestras CB-CS, CB-CS-CAT, CB-
CS-CUR, CB-CS-RSV y CS.

La formulacion CB-CS, sin compuestos fendlicos afiadidos, presentd un
rango de poro de 33.7-96.91 um, siendo uno de los mas estrechos entre las
formulaciones con polimeros activos. Lo que es indicativo de una estructura
relativamente densa y uniforme. Al incorporar catequina en la muestra CB-CS-CT,
el rango aumenté a 60.25-163.4 um, mostrando que este compuesto puede alterar

la organizacion interna, generando una matriz mas porosa y con mayor variabilidad

estructural. (Revin et al., 2020; Turk et al., 2012)



67

Figura 45. Imagenes de SEM de muestras con CS.
(A) CB-CSy (B) CB-CS-CT.
Elaboracién propia.

La incorporacién de curcumina en la formulacion CB-CS-CUR result6 en
poros que varian entre 78.67-175.4 um (Gupta et al., 2022), mientras que la muestra
CB-CS-RSV, con resveratrol, present6 uno de los rangos mas amplios: 82.66—-268.2
um. Esto sugiere que los compuestos fendlicos mas lipofilicos o con mayor
actividad antioxidante como el resveratrol inducen estructuras con poros mas

grandes y heterogéneos, posiblemente por interferencia en la red de formacion de

la celulosa y los polimeros. (Issarachot et al., 2023)
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Figura 46. Imagenes de SEM de muestras con CS.
(A) CB-CS-CUR Yy (B) CB-CS-RSV.
Elaboracion propia.
Por su parte, la muestra de CS mostrd un rango de poro de 53.28-171.1 pym,
comparable a las formulaciones combinadas con CB. Esto indica que el CS, por si

solo, puede formar matrices porosas con buena estabilidad. Aunque su porosidad

parece incrementarse cuando se mezcla con CB y fenoles. (Kim et al., 2003)

Figura 47. Imagenes de SEM de CS.
Elaboracion propia.
La formulacion base CB-SA mostrd poros con un rango de 46.12-169.6 um,
mientras que su version con catequina (CB-SA-CT) tuvo un rango muy similar, de

58.6-174.9 um. Ello sugiere que, en este caso, la catequina no modifico de forma
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sustancial la estructura porosa del aerogel. Lo que infiere que materiales mantienen

una porosidad homogénea. (Revin et al., 2020; Tirk et al., 2012).

Figura 48. Imagenes de SEM de muestras con SA.
(A) CB-SAy (B) CB-SA-CT.
Elaboracion propia.

Por otro lado, la muestra CB-SA-CUR no presenta datos cuantificables, a
pesar de que se observaron poros en el SEM. Este caso es comparable al de CB-
CS-CUR, por lo que podria tratarse de una limitacién técnica durante el analisis de
imagen. Por su parte, CB-SA-RSV mostré un rango amplio de 45.98-290.6 um,
siendo uno de los més variables entre todas las formulaciones, lo cual refuerza la
tendencia del resveratrol a inducir una estructura mas abierta y heterogénea. Ello

posiblemente se dio cuando se modifico la interaccion entre CB y SA durante el

secado. (Issarachot et al., 2023)
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Figura 49. Imagenes de SEM de muestras con SA.
(A) CB-SA-CUR Yy (B) CB-SA-RSV.
Elaboracién propia.
La muestra de SA como Unico componente mostré un rango de porosidad de
45.52-208 um, destacando por su amplitud. Si bien no contiene CB ni CS, su
porosidad es comparable a formulaciones complejas, lo que evidencia que el SA

puede formar redes porosas por si solo. Sin embargo, estas son menos estables en

comparacién con las estructuras multicapa. (Revin et al., 2020)

Figura 50. Iméagenes de SEM de SA.
Elaboracion propia.

4.11. Perfil de hinchamiento

El anélisis de hinchamiento se llevé a cabo en medios con pH 5.5y pH 7.5,

con el fin de evaluar la estabilidad estructural y la capacidad de absorcion de los
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aerogeles disefiados. A diferencia de los analisis hechos en las anteriores pruebas,
los aerogeles capa por capa pasaron a ser analizados con todas sus respectivas capas.
Por lo que los aerogeles del 1 al 5 corresponden a los de tres capas; mientras que
los que van del 6 al 10, a los de cuatro capas.

En el primer grupo de los aerogeles compuesto por tres capas (CB-SA/CS/
CB-SA), se tuvieron 5 muestras. Aerogel 1 0 Al conformado por SA/CS/ SA; el
aerogel 2 o A2 incorpord la presencia de CB en una relacion CB-SA de 1:2; y A3
fue compuesta por CB-SA de 1:1. En el caso de A4 se invirtio la composicién de
A2;y A5 se formul6 con CB. Todos incluyendo como segunda capa al CS.

Ante ello, se observé que todos los biomateriales experimentaron una rapida
absorcion de liquidos al inicio (Julkapli et al., 2011). Sin embargo, al transcurrir el
tiempo, se registré una disminucién gradual del peso (Chen et al., 2021). Lo que

indica que estas muestras son ideales para la fase de absorcion inicial.

1500
1200

900

Peso (mg)

600

300

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tiempo (minuto)

——A1 (SA) —e— A2 (CB-SA 1:2) —8— A3 (CB-SA 1:1) —e— A4 (CB-SA 2:1) === A5 (CB)

Figura 51. Perfil de hinchamiento de capa por capa
(tres capas: CB-SA/CS/CB-SA) a pH 5.5.
Elaboracién propia.
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Por otro lado, los aerogeles de cuatro capas (CS, CB-SA, CS, CB-SA), que
presentaron la misma proporcién entre CB-SA, adicionando una segunda capa de
CS, mostraron un comportamiento ligeramente diferente. Ya que, a diferencia del
caso anterior, se puede apreciar que el aerogel 6, que Unicamente posee SA 'y CS,
tuvo una mayor pérdida de peso con el tiempo, lo cual se ve contrariado con el
aerogel 1 que posee la misma concentracion, pero una capa menos de CS (Julkapli
et al., 2011). Mientras que las otras muestras se lograron estabilizar por encima de
los 400 mg, dando sefial de que hay una mayor retencion de liquidos ante la

presencia de la celulosa bacteriana.
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Figura 52. Perfil de hinchamiento de capa por capa
(cuatro capas: CS/CB-SA/CS/CB-SA) a pH 5.5.
Elaboracién propia.
Sin embargo, al exponer a los aerogeles de capa por capa a un buffer de pH
7.5 se vio una tendencia a la liberacion gradual del liquido absorbido. En particular,

lograron destacar los aerogeles 1 y 5. Los cuales se estabilizan alrededor de los 600

mg. (Ibrahim et al., 2021)
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Figura 53. Perfil de hinchamiento de capa por capa
(tres capas: CB-SA/CS/CB-SA)apH 7.5.
Elaboracion propia.
En contraste, los aerogeles de cuatro capas mostraron un incremento al cabo
de las veinticuatro horas. Donde el aerogel 8, que posee la misma concentracion de

CB como de SA, destacé frente a los demas, Este biomaterial logro estabilizarse a

491.6 mg, coincidiendo con lo que reporté Illanes-Bordomas et al. (2023).
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Figura 54. Perfil de hinchamiento de capa por capa (cuatro capas: CS/ CB-SA /
CS/CB-SA) a pH 7.5. Elaboracidn propia.
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En el caso de los aerogeles con fenoles se analiz6 primero el grupo con
quitosano (CB-CS, CB-CS-CT, CB-CS-CUR y CB-CS-RSV) ante un pH 5.5. En
donde se vio que el aerogel de CS se degrad6 en menos de 10 minutos. Por lo que,
se descartd durante la toma de los tiempos planteados en la seccion de metodologia.

Ello se debe a la hidrolisis acida, mecanismo principal de la degradacion del
CS, la cual implica a la ruptura de los enlaces presentes entre los monémeros de
glucosamina y N-acetilglucosamina. Generalmente, ante un pH mas acido se tiene
el aumento de la tasa de degradacidn. Ademas, el pKa de los grupos amino presentes
en CS es de 6.5, por ello ante un buffer de pH 5.5 una proporcion de estos grupos
se protone. (Fee, 2005; Lee et al., 2020)

Asimismo, fue evidente que en el transcurso del tiempo las muestras se fueron
degradando. La muestra CB-CS, por su lado mostr6 estabilidad incluso a 24 horas.
Ello indica que no hay una degradacion en un pH de 5.5, de hecho, la interaccion
entre ambos polimeros podria contribuir a una mayor estabilidad en medios acidos
(Jiaetal., 2017). Por su parte las muestras con catequina muestran que, si bien son
mas estables que el quitosano normal, tienden a degradarse alrededor de las 18 horas
(Tu et al., 2005). Ello por hidrolisis del anillo flavonoide (Li et al., 2012).

Del mismo modo, la curcumina se degrada, alrededor de un 20% por hora
(Singh et al., 2025). Ante un pH mas acido la molécula permanece protonada,
reduciendo su tendencia a la degradacion autoxidativa (Bernabé et al., 2004;
Schneider et al., 2015). Finalmente, si bien el resveratrol solo es estable ante un
medio con pH 5.5 (Ldépez y Garcia, 2008), al incorporar en su formulacion el
quitosano esta degradacion incrementa. De modo que, para un tiempo de 24 horas,

es posible ver la degradacién completa en entornos &cidos (Lee et al., 2020).
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Figura 55. Perfil de hinchamiento de CB-CS a pH 5.5.
Elaboracion propia.

No obstante, al evaluar el grupo de aerogeles con alginato de sodio y los
componentes fendlicos (CB-SA, CB-SA-C, CB-SA-CUR y CB-SA-RSV), se vio
que la presencia de alginato también tuvo una reaccién ante el buffer de pH 5.5. Ya
que, los grupos carboxilo de los residuos de acido mandrico y acido gulurénico
comienzan a protonarse. Sin suficientes grupos carboxilo, los iones de calcio que
estabilizan la red no pueden mantenerlo estable, generando la desintegracion.

Como se puede apreciar en el perfil de hinchamiento de CB-SA ante un buffer
de pH 5.5, existe un comportamiento similar al de las muestras de CB-CS. Aunque
con ciertas diferencias muy notorias en la catequina y resveratrol. Pese a que se
muestra una disminucién de peso inicial, las muestras de curcumina y CB-SA

experimentan una recuperacion parcial de su peso a lo largo del tiempo.
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Figura 56. Perfil de hinchamiento de CB-SA a pH 5.5.
Elaboracién propia.
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Al comparar los resultados con un buffer de pH 7.5, se obtuvo mayor

estabilidad, dado que, esta vez las muestras permanecieron con el tiempo. Similar

al caso con las muestras en pH 5.5, se ve que inicialmente hay una disminucién de

peso en los primeros minutos de inmersion, seguido de una disminucion lenta o

estabilizacion. En cuanto a las muestras de CB-CS se puede apreciar que las de

resveratrol destaca bajo la formulacion base de la celulosa bacteriana con el

quitosano

Peso (mg)

, estabilizandose por encima de 200 mg. (Qin et al., 2020)
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Figura 57. Perfil de hinchamiento de CB-CS a pH 7.5.
Elaboracion propia.



77

En el perfil de hinchamiento de las muestras con alginato, se identificd
estabilidad en todas las muestras. Aungue en este caso quien obtuvo un mayor
hinchamiento fue la muestra con curcumina, estabilizandose a 235.3 mg (Panti¢ et
al., 2020). Ademas de evidenciarse que todas las muestras lograron conservar un
peso superior a 150 mg, caso que no se aprecié en la Figura 57, dado que la muestra

de CS llegb a un peso final de 117.8 mg.
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Figura 58. Perfil de hinchamiento de CB-SA a pH 7.5.
Elaboracion propia.

4.12.  Liberacién de componentes fendlicos

Para este ensayo se evaluaron las muestras que fueron sometidas a sonicacion
con componentes fendlicos, partiendo del grupo con quitosano (CB-CS, CB-CS-
CT, CB-CS-CUR y CB-CS-RSV). Para finalizar su discusion con el grupo de
alginato de sodio (CB-SA, CB-SA-CT, CB-SA-CUR y CB-SA-RSV). Se observo
que el pico mas alto de absorbancia para la catequina se obtiene a 290 nmen el UV-
VIS. Como podemos apreciar, en la Figura 59, la curva de catequina con CS va

creciendo a medida que pasa el tiempo, ante un pH de 5.5 (Latos y Masek, 2020).
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Figura 59. Espectro UV-VIS con catequina a pH 5.5.
Elaboracién propia.
Por su lado, a 306 nm se detecta el pico més alto de resveratrol en el UV-VIS.
Por ello también se pudo apreciar, a esa misma longitud de onda, que la liberacién
de este componente fue en aumento. Ello se logré evidencia a medida que paso el

tiempo. (Wang et al., 2021; Siripruekpong et al., 2024)
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Figura 60. Espectro UV-VIS con resveratrol a pH 5.5.
Elaboracién propia.

Del mismo modo, tenemos que a 430 nm se ve el pico mas alto de la

curcumina. De modo que, a medida que pasan las horas se ve un crecimiento. No
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obstante, al cabo de seis horas (360 minutos) se lleg6 a un punto constante.

(Siripruekpong et al., 2024; Bostanci et al., 2022)
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Figura 61. Espectro UV-VIS con curcumina a pH 5.5.
Elaboracién propia.

Por otro lado, cuando las muestras con los fenoles ante un pH de 7.5,
presentaron un comportamiento particular en la liberacion de catequina. En este
caso, la liberacion fue disminuyendo al cabo de veinticuatro horas. Aunque, el pico
mas alto de liberacion se registr6 previo a eso, al cabo de las seis horas.

Evidenciando un comportamiento inicial rapido seguido de una reduccién gradual.
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Figura 62. Espectro UV-VIS con catequina a pH 7.5.
Elaboracidn propia.



80

Mientras que, en el caso del resveratrol, se pudo ver que al compararse con
las muestras control (CB-CS y CB-SA) este incrementa su liberacion al cabo de las
veinticuatro horas. Siendo méas notorio el incremento y estabilidad en la

formulacién CB-SA-RSV. Ya que, se alcanza un punto constante tras las seis horas.
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Figura 63. Espectro UV-VIS con resveratrol a pH 7.5.
Elaboracién propia.

En cuanto a la curcumina a un pH 7.5, se evidencié que también hubo un
aumento de liberacion del componente fendlico a lo largo del tiempo. Un claro
contraste con las muestras control (CB-CS y CB-SA), que decayeron a partir de la
sexta hora. Similar al caso de resveratrol, se puede ver un incremento exponencial
en la formulaciéon de CB-SA-CUR; mientras que en el caso de CB-CS-CUR se ve

que el crecimiento de dicha liberacion es lento.
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Figura 64. Espectro UV-VIS con curcumina a pH 7.5.
Elaboracidn propia.

4.13. Capacidad de antioxidante

Se midio a una longitud de onda de 734 nm caracteristico de la prueba ABTS,
estas fueron tomadas en lapsos de un minuto, cinco, diez, quince, treinta y una hora.
En donde podemos apreciar que a medida que transcurre el tiempo, el valor de la
absorbancia va cayendo gradualmente, lo que es un indicativo de un incremento de
la capacidad de antioxidante, es decir, en el porcentaje de inhibicion. Esta
evaluacion se inicié con los aerogeles de capa por capa, en especifico de tres capas:
CB-SA / CS/ CB-SA. Aungue a diferencia de los anteriores ensayos se considero
desde el aerogel 2 (CB-SA 1:2), aerogel 3 (CB-SA 1:1), aerogel 4, hasta el aerogel
5 (CB); tomandolo como muestra control.

En donde se vio que el porcentaje de inhibicion maximo se logro enre diez a
quince minutos, a diferencia de las muestras con SA, en donde este porcentaje se
logré al cabo de los sesenta minutos. La mayor inhibicion se logré en la muestra

que posee CB y CS, siendo la menor la que posee mayor proporcién de alginato.
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Figura 65. Capacidad de inhibicion de capa por capa
(tres capas: CB-SA / CS/ CB-SA).
Elaboracion propia.
Del mismo modo, para el andlisis de las muestras de cuatro capas (CS / CB-
SA / CS/CB-SA). Aunque se descarto el aerogel 6 (CS/ SA / CS /SA) para tomar
como control al aerogel 10 (CS/CB/CS/CB). No obstante, los aerogeles de cuatro

capas exhibieron un porcentaje de inhibicion menor, llegando asi a presentar

alrededor del 25% en el caso de los aerogeles 7 y 8. (Croitoru et al., 2024)
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Figura 66. Capacidad de inhibicion de capa por capa
(cuatro capas: CS/ CB-SA / CS/CB-SA).
Elaboracidn propia.
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Continuando con la evaluacion de la capacidad de antioxidante, analizamos
los aerogeles con compuestos fendlicos que poseen al quitosano como polimero
bioactivo: CB-CS, CB-CS-CT, CB-CS-CUR y CB-CS-RSV. Como vemos en la
Figura 67, el aerogel de resveratrol presenta una mayor eficacia en la neutralizacion
de los radicales libres (56.2%), seguido por la curcumina (48.5%) y catequina

(44.6%). Dejando una clara diferencia con la muestra control.
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Figura 67. Capacidad de inhibicion de las muestras con CS.
Elaboracién propia.

Asimismo, proseguimos con la evaluacion a los aerogeles que presentaban al
alginato de sodio como polimero bioactivo en su composicién base: CB-SA, CB-
SA-CT, CB-SA-CUR y CB-SA-RSV. Similar al caso anterior, las muestras con
alginato de sodio mostraron un alto porcentaje de inhibicion. Entre ellas destacé el
resveratrol con un valor de alrededor del 100%, seguido por la curcumina con

99.5% y catequina con 57.5%. (De Silva et al., 2023; Aftab et al., 2010)
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Figura 68. Capacidad de inhibicion de las muestras con SA.
Elaboracién propia.
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Capitulo 5

Conclusiones

En primer lugar, la investigacion demostré que el grosor inicial del SCOBY no
influye significativamente en el tiempo requerido para la formacion de un nuevo cultivo
de celulosa bacteriana (CB) bajo condiciones controladas. Sin embargo, se observé una
tendencia de crecimiento del nuevo SCOBY en el lado opuesto a la inclinacion inicial.

En segundo lugar, el proceso de blanqueamiento con NaOH y H202 demostro ser
una etapa crucial para mejorar la transparencia de la CB. Ya que facilita la visualizacion
de la zona de aplicacion, requisito indispensable de los apositos en el tratamiento de
durante el proceso de desbridamiento. De manera adicional, el andlisis del peso neto
revelo la elevada capacidad de retencion de liquidos de la CB (97.2%).

Por otro lado, se prepararon membranas en donde la adicién de quitosano (CS) a la
CB generd modificaciones en la estructura, se observo que altas concentraciones (3%) lo
vuelven més fragil. Lo cual sugiere una influencia de enlaces intramoleculares y la
limitacion de movimiento entre las fibras de CB. Ante la evidencia de una disolucion
heterogénea entre la CB y CS en las membranas, se optd por la estrategia de aerogeles
multicapa, con el fin de explorar una mejor dispersion y mayor estabilidad. En este
sentido, se observo que la mezcla con alginato de sodio (SA) mejoraba la limitacion,
aunqgue al emplear la sonicacién se obtenia una disolucion incluso mas homogénea.

En cuanto al angulo de contacto se evidencié un aumento de la hidrofilicidad ante
una mayor proporcion de CB. Mientras que el FTIR confirmd la presencia de los grupos
funcionales caracteristicos de cada componente. Por otro lado, en los analisis de DSC se
observd que la presencia de CB alter6 los picos de los aerogeles. Respecto al SEM, se

evidencio que la composicion y distribucion de capas influyen directamente en el tamario
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y uniformidad de los poros. Por un lado, los aerogeles multicapa fueron méas densos y
homogéneos, con rangos de poro mas estrechos. En contraste, la incorporacion de fenoles,
especialmente RSV, generd matrices mas abiertas y heterogéneas.

En cuanto al perfil de hinchamiento, se evidencié que factores como el nimero de
capas, la composicion y el pH del medio tienden a influir en la absorcién y estabilidad.
En primer lugar, los aerogeles de tres capas exhibieron una rapida captacion de liquido
en los primeros minutos, seguida de una pérdida de masa (Julkapli et al., 2011; Chen et
al., 2021). Por el contrario, los aerogeles de cuatro capas mostraron mayor retencion de
liquidos, especialmente el aerogel 8 (Illanes-Bordomas et al., 2023). Por otro lado, a pH
5.5, se observd una degradacion acelerada del CS puro, atribuida a la hidrolisis de sus
enlaces glucosidicos y la protonacion de los grupos amino (Fee, 2005; Lee et al., 2020),
mientras que su combinacion con CB mejoro la estabilidad estructural (Jia et al., 2017).

Asimismo, las formulaciones con CAT presentaron una mayor resistencia, aunque
se degradaron a las dieciocho horas debido a la hidrélisis del anillo flavonoide (Tu et al.,
2005; Li et al., 2012). De igual manera, la CUR perdié el 20 % por hora (Singh et al.,
2025), aunque en medios acidos su estabilidad mejora al mantenerse en estado protonado
(Bernabé et al., 2004; Schneider et al., 2015). En el caso del RSV, se evidencio6 una alta
sensibilidad al pH acido, intensificada por la presencia de CS, degradandose por completo
(Lépez y Garcia, 2008; Lee et al., 2020). Aunque, las formulaciones con SA mostraron
una respuesta similar a pH &cido (Panti¢ et al., 2020), en condiciones neutras o
ligeramente alcalinas (pH 7.5), la mayoria de los aerogeles se mantuvieron estables.

Del mismo modo, la liberacién de compuestos fenolicos bajo condiciones acidas se
observd una liberacion progresiva, alcanzando un incremento hasta estabilizarse, en el
caso de la curcumina a las seis horas (Latos y Masek, 2020; Wang et al., 2021,

Siripruekpong et al., 2024; Bostanci et al., 2022). En cambio, a pH 7.5, la catequina
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presentd un comportamiento inverso, alcanzando su punto maximo a las seis horas para
luego disminuir, hecho que podria deberse a su degradacidn progresiva en medios menos
acidos. Por otro lado, tanto el resveratrol como la curcumina mostraron una mayor
liberacion a las veinticuatro horas en condiciones alcalinas, especialmente en
formulaciones que contenian SA, lo que sugiere que esta matriz favorece una liberacién
prolongada y sostenida del principio activo (Siripruekpong et al., 2024).

Finalmente, la capacidad antioxidante fue evaluada mediante el método ABTS, en
donde se observo un aumento respecto al tiempo. Los aerogeles de tres capas alcanzaron
su mayor porcentaje de inhibicién entre los 10 y 15 minutos, mientras que las
formulaciones con SA mostraron una respuesta mas tardia, alcanzando su punto maximo
a los 60 minutos. De manera general, las muestras con CB y CS presentaron la mayor
eficacia antioxidante, en contraste con aquellas que contenian mayor proporcion de SA,
las cuales mostraron una capacidad mas limitada. Asimismo, los aerogeles de cuatro
capas exhibieron porcentajes de inhibicion reducidos, en algunos casos cercanos al 25 %
(Croitoru et al., 2024). Respecto a los compuestos fenolicos, el resveratrol mostré la
mayor capacidad de neutralizacion de radicales libres (56.2 % en CB-CS y ~100 % en
CB-SA), seguido de la curcumina (48.5% y 99.5 %, respectivamente) y la catequina
(44.6 % y 57.5 %) (De Silva et al., 2023; Aftab et al., 2010).

En sintesis, los resultados evidenciados proveen una base sélida para el desarrollo
de apdsitos innovadores con la celulosa bacteriana modificada con polimeros bioactivos
como biomaterial primario. Permitiendo ver como los resultados son favorecidos por la
homogeneidad entre la CB y los polimeros bioactivos. En este contexto, la CB con
polimeros como CS y SA, adicionada con compuestos fendlicos, presenta un potencial
prometedor para mejorar el tratamiento de heridas crénicas y la integracion de injertos de

piel artificial.
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